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RESGATE DE EMBRIOES EM PESSEGUEIRO: TEMPO DE INCUBAGAO

OVULE RESCUE IN PEACHES: INCUBATION PERIOD

Maria do Carmo Bassols RASEIRA'
Patricia Milech EINHARDT?

RESUMO

O sucesso no desenvolvimento de plantulas, a partir de embrides imaturos tem sido obtido desde 1936. Entretanto,
quanto menor é o embrido, mais complexo e dificil € alcangar a porcentagem desejavel de sobrevivéncia. O objetivo do
presente trabalho foi avaliar o periodo de tempo que as sementes de clones muito precoces deveriam ficar em meio de
cultura e a temperatura de 22 +1 °C, antes de serem submetidas a embriocultura. Também foi avaliado o efeito de se
conservar as frutas em camara fria, por uma semana, antes de ser feito o resgate de embrides. Os resultados indicam que o
tempo para incubag&o dos mesmos, a temperatura de 22 +1 °C pode ser de até seis semanas, mas o melhor é entre trés e
quatro semanas. O fator limitante € a contaminagdo das sementes por patégenos. Também é possivel obter sucesso com a
técnica de resgate de embrides de frutas conservadas por uma semana em camara fria, desde que o tempo de incubagéo
nao seja superior a trés ou quatro semanas.
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ABSTRACT

Success with immature embryos has been achieved since 1936. However, as smaller is the embryo more complex
and difficult is to have a desirable survival percentage. The objective of this work was to check the period of time that seeds
should be kept in the culture media at 22 +1 °C, before being submitted to the embryo culture procedure. The effect of keeping
the fruits for a week in cold room, previously to the ovule rescue, was also evaluated. Results showed that the time for ovule
incubation at 22 +1 °C, can be up to nine weeks but better three to five weeks. The limiting factor is related to seed
contamination by pathogens. It is also possible to have success with ovule rescue of embryos of fruits kept for one week in
cold room, as long as the time, the ovule incubation period, is not superior to three or four weeks.

Key-words: embryoculture; immature embryos; Prunus persica.
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INTRODUGAO

Sementes mostram baixa porcentagem de
germinagdo por deficiéncias nutricionais e/ou
razdes fisioldgicas. Em cultivares de frutas de
caroco, de maturagdo precoce, a germinagao
normal das sementes € muito baixa. Este fato &
atribuido a um pobre desenvolvimento do embrido.
O embrido das plantas é uma estrutura multicelular,
com o potencial de formar uma nova planta. Ainda
que em condigbes normais, embrides jovens
possam alcangar a maturidade e desenvolver seu
potencial, hd casos em que isto ndo acontece, e
quando é importante desenvolver a planta a partir
dos mesmos, ele pode ser ’resgatado” do
abortamento através de sua cultura em condigbes
apropriadas (Sharmal et al.,, 1995). Em alguns
casos, entretanto, ndo €& tecnicamente possivel
remover o embrido do 6vulo. Nestes casos se faz o
resgate dos ovulos ou mesmo do ovario. Seria
interessante uma distingdo entre cultura de
embribes e resgate de embrides. Este ultimo é
aplicado quando ha perigo de abortamento do
embrido, se o mesmo nado for resgatado. Ha,
entretanto, quem use os dois termos como se
fossem sindnimos (Sharmal et al., 1995).

O sucesso no cultivo de pequenos
embribes ja foi obtido em diversos géneros, desde
1936 (Ramming, 1990). Desde entédo a técnica de
cultura de embribes vem se expandindo e
contribuindo  significativamente com  estudos
basicos de fisiologia do desenvolvimento de
embrido (Carvalho & Aratjo, 2007). A ma
germinacdo das sementes de pessegueiros
precoces tem explicagdo no processo de maturagao
do fruto, em que o rapido endurecimento do caroco
restringe o acumulo de matéria organica na
semente e causa um desenvolvimento anormal do
embrido, tornando-o pouco vigoroso e incapaz de
germinar naturalmente (Barbosa et al., 1985).

A cultura de embrides, no programa de
Melhoramento Genético de pessegueiro, para o
desenvolvimento de cultivares de maturagéo
precoce, se constitui, portanto, num processo
indispensavel (Carvalho et al., 2008). O sucesso no
resgate de embrides depende do seu estadio de
maturagdo, por ocasido da cultura, do meio e
condigbes de cultivo (Ramming, 1990). Entretanto,
quanto mais jovem for o embrido, mais complexa
serd a exigéncia nutricional que permita seu
desenvolvimento (Ferreira & Hu, 1998).

De acordo com Mancuso et al. (2002),
apesar desta técnica ter sido usada ha muito tempo,
o uso de genotipos diferentes faz com que sejam
necessarios ajustes ao protocolo.

O embrido em crescimento € um sistema
dindmico que mostra mudangas em suas
necessidades durante o] crescimento e
desenvolvimento. Quanto menor for o embrido,
mais complexo é o meio requisitado (Sharmal et al.,
1996).

Durante o desenvolvimento do embrido
imaturo em cultura in vitro, deve-se esperar

mudangas progressivas de suas necessidades
nutricionais, o que, muitas vezes, significa transferir
0 embrido de um meio para outro, até a otimizagéo
do seu crescimento (Ferreira & Hu, 1998).

Por outro lado, como estas técnicas
necessitam de laboratério e condigbes assépticas
(incluindo camaras de fluxo), isto onera o processo,
alem de exigir mao-de-obra especializada. Por isso,
nem todos os programas de melhoramento dedicam
-se a esta técnica.

Assim, ndo é raro que fruto produzido em
um local, tenha de ser levado a outro para que se
faga a extragdo das sementes e o cultivo dos
embribes ou resgate de ovulos. Apesar de
Anderson et al. (2006) enfatizarem a importancia de
se realizar a cultura de embrido imediatamente
apoés a colheita das frutas, no presente trabalho
buscou-se também verificar se seria possivel
conseguir sucesso na técnica, mesmo apos
conservar as frutas por uma semana, em camara
fria.

O presente trabalho apresenta resultados
de trés experimentos realizados com o objetivo de
testar o tempo que os embrides deveriam ficar a
temperatura de 22 +1 °C, para que se obtenha o
melhor resultado, quando, posteriormente, for
realizada a embriocultura. Foi também observado
se uma semana dos frutos em camara, a 4 +1 °C,
apds a colheita prejudicaria ou ndo o resgate de
embrides.

MATERIAL E METODOS

Foram conduzidos trés experimentos com
resgate de embribes, dois na safra 2007/2008 e um
na safra 2008/2009.

Experimento 1

Frutos obtidos por polinizagdo livre na
safra 2007/2008 da selegdo denominada Cascata
1171, foram colhidos, levados ao laboratério e
tratados com alcool 70° e posteriormente, com
solugéo de hipoclorito de sédio, para desinfestagao.
Em 60 frutas fez-se a extragdo das sementes,
cortando-as (inclusive o endocarpo) na linha da
sutura e retirando as sementes com uma pinga
flambada. Em 20 frutas, este procedimento foi
realizado uma semana depois de manter as frutas
em camara fria a 4 +1 °C.

Uma vez extraidas dos frutos, as sementes
foram colocadas em tubos de ensaio contendo meio
SH (Stewart & Hsu, 1977) + 6% de sacarose e 7%
de agar. Os tubos com as sementes foram entéo,
colocados em camara de crescimento a
temperatura de 22 +1 °C.

Os tratamentos testados foram os
seguintes:

T1 = 5 semanas, em camara de crescimento, a
temperatura entre 22 £1 °C;
T2 = 7 semanas, em camara de crescimento, a
temperatura entre 22 £1 °C;
T3 = 9 semanas, em camara de crescimento, a
temperatura entre 22 +1 °C;
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T4 = Extragdo das sementes apds uma semana de
armazenamento das frutas em camara fria (411 °C),
seguindo-se 4 semanas das sementes em tubos de
ensaio em camara de crescimento a temperatura
entre 22 +1 °C;

(0] delineamento experimental foi
completamente casualizado com quatro repeti¢cdes
sendo a parcela representada por cinco embrides.

Experimento 2

Neste experimento foram utilizadas
sementes obtidas por polinizagdo aberta na safra
2007/2008 das plantas de uma progénie resultante
de cruzamento realizado em 2003, entre as
cultivares Sunmist x 77 Espanha. Oitenta frutas
foram desinfestadas e cortadas na linha de sutura
para a extragdo das sementes e oitenta foram
desinfestadas e colocadas em cémara fria para
proceder-se a extragdo das sementes, uma semana
depois. Em todos os casos, as sementes foram
tratadas e colocadas em tubos de ensaio com meio
de cultura SH.

O procedimento de desinfestagdo e o
cuidado com as sementes foram idénticos ao
experimento 1, entretanto os tratamentos foram
diferentes.

T1 = As sementes, depois de colocadas em tubos
com meio SH, ficaram por trés semanas em camara
de crescimento, a temperatura entre 22 +1 °C;

T2 = As sementes, depois de colocadas em tubos
com meio SH, ficaram por cinco semanas em
camara de crescimento, a temperatura entre 22 £1 °
G,

T3 = As sementes, depois de colocadas em tubos
com meio SH, ficaram por sete semanas em
camara de crescimento, a temperatura entre 22 +1 °
C;

T4 = As sementes, depois de colocadas em tubos
com meio SH, ficaram por nove semanas em
camara de crescimento, a temperatura entre 22 +1 °
G,

T5 = Frutos uma semana na camara fria; sementes
trés semanas na camara de crescimento;

T6 = Frutos uma semana na camara fria; sementes
cinco semanas na camara de crescimento;

T7 = Frutos uma semana na camara fria; sementes
sete semanas na camara de crescimento;

T8 = Frutos uma semana na cadmara fria; sementes
nove semanas na camara de crescimento;

O delineamento experimental foi também
completamente casualizado, com quatro repetigbes
e cinco sementes por parcela.

Experimento 3

Na safra 2008/2009, foram coletados frutos
obtidos por polinizagdo aberta da cultivar BRS Libra
(Conserva 1125). As sementes foram extraidas e
submetidas aos seguintes tratamentos:
T1 = Colocadas imediatamente em camara de
crescimento, a temperatura entre 22 +1 °C, por trés
semanas;
T2 = Colocadas imediatamente em camara de
crescimento, a temperatura entre 22 *1 °C, por
quatro semanas;

T3 = Colocadas imediatamente em camara de
crescimento, a temperatura entre 22 1 °C, por
cinco semanas;

T4 = Colocadas imediatamente em cémara de
crescimento, a temperatura entre 22 +1 °C, por seis
semanas;

T5 = Colocadas imediatamente em camara de
crescimento, a temperatura entre 22 £1 °C, por sete
semanas;

T6 = As frutas ficaram por uma semana em camara
fria, a 4 £1 °C, antes da extracdo das sementes,
desinfecgdo e plantio em tubos de ensaio com meio
de cultura SH, os quais foram colocados em camara
de crescimento, onde permaneceram por trés
semanas;

T7 = As frutas ficaram por uma semana em camara
fria, a 4 £1 °C, antes da extragdo das sementes,
desinfecgéo e plantio em tubos de ensaio com meio
de cultura SH, os quais foram colocados em camara
de crescimento, onde permaneceram por quatro
semanas;

T8 = As frutas ficaram por uma semana em camara
fria, a 4 +1 °C, antes da extragdo das sementes,
desinfecgéo e plantio em tubos de ensaio com meio
de cultura SH, os quais foram colocados em camara
de crescimento, onde permaneceram por cinco
semanas;

T9 = As frutas ficaram por uma semana em camara
fria, a 4 +1 °C, antes da extragdo das sementes,
desinfecgdo e plantio em tubos de ensaio com meio
de cultura SH, os quais foram colocados em camara
de crescimento, onde permaneceram por seis
semanas;

T10 = As frutas ficaram por uma semana em
camara fria, a 4 +1 °C, antes da extracdo das
sementes, desinfeccdo e plantio em tubos de
ensaio com meio de cultura SH, os quais foram
colocados em camara de crescimento, onde
permaneceram por sete semanas;

Neste experimento foram apenas
conferidas notas ao aspecto do sistema radicular e
da parte aérea, imediatamente antes do plantio em
casa de vegetacgao.

A sobrevivéncia das plantulas nao foi
observada devido a um problema generalizado de
morte de plantulas, mesmo nas nao pertencentes
ao experimento, atribuido ao substrato e irrigagédo
excessiva, 0 que trouxe como consequéncia, baixa
aeragao das raizes.

@) delineamento experimental foi
completamente casualizado, com trés repeticbes e
dez sementes por parcela.

Para os trés experimentos, decorrido o
tempo em camara de crescimento, de acordo com o
tratamento, as sementes foram levadas a camara
de fluxo vertical, onde foram retirados os
tegumentos, sob condicbes assépticas e
transplantadas para tubos contendo meio WPM
(Wood Plant Medium), de Lloyd & McCown (1980) +
2% de sacarose. Apos a inoculagao dos embribes
com cotilédones no meio, eles foram submetidos a
vernalizagdo em camara fria (4 £1 °C), por dois
meses.

Completado este tempo, os tubos com as
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sementes foram retirados da camara fria e deixados
a temperatura ambiente, por dois dias, apds os
quais, as sementes foram avaliadas quanto ao
inicio de germinagdo, de acordo com a seguinte
escala de notas: 0 - auséncia de raiz e parte aérea;
1 - sO apresentava parte aérea; 2 - apresentava
apenas raiz; 3 - com raiz e parte aérea.

As sementes foram deixadas a
temperatura ambiente (aproximadamente 20 °C),
durante 15 dias e posteriormente quanto ao sistema
radicular e parte aérea, atribuindo-se notas
conforme a escala abaixo:

Para o sistema radicular: 0 - sem nenhuma
raiz; 1- menos de 5 raizes; 2 - de 5 a 10 raizes; 3 -
de 11 a 20 raizes e 4 - mais de 21 raizes.

Para a parte aérea: 1 - embrido morto; 2 -
branco ou verde, mas sem parte aérea; 3 - fraco ou
com ponta seca; 4 - crescimento pouco vigoroso e 5
- crescimento normal, vigoroso.

Apods esta avaliagéo, fez-se o plantio em
casa de vegetagdo das plantulas em bandejas
contendo solo virgem e areia, na proporgao de 1/3.

Foi também avaliada a percentagem de
mudas sobreviventes nas sementeiras. Apds 80

dias de plantio, estas foram contadas, para
comparagdo com a quantidade de embribes
inicialmente colocados nos tubos de ensaio.

Para a andlise estatistica, as notas
atribuidas, conforme explicagdo anterior, foram
transformados em log (x+1).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Experimento 1

No primeiro experimento (Tabela 1), ndo
houve diferenca significativa entre os tratamentos,
quanto ao inicio da germinagdo e ao aspecto do
sistema radicular imediatamente antes do plantio
em sementeiras, em casa de vegetagdo. Para a
parte aérea, o melhor resultado foi obtido no
tratamento em que as sementes (embrido +
cotilédones e tegumento) permaneceram por nove
semanas a temperatura entre 22 +1 °C, mas este
tratamento ndo diferiu do de cinco semanas.
Entretanto, a porcentagem de sobrevivéncia —
considerando o numero de sementes inicial e o
numero de plantulas obtidas, 80 dias apds o plantio,
em sementeiras — foi muito baixa para este
tratamento (nove semanas).

TABELA 1 - Avaliagéo do inicio de germinagéo, aspecto do sistema radicular e da parte aérea antes do plantio
e porcentagem de sobrevivéncia de plantulas oriundas de polinizagéo livre da selegdo Cascata

1171, Pelotas, 2008.

Inicio da Aspecto do sistema  Aspecto da parte Sobrevivéncia
Tratamento germinacéo’ radicular® aérea’ (%)
T3 1,8A 1A 413 A 5,0
T2 1,43 A 1A 35 A 10,0
T 1,18 A 1,18 A 3,07AB 40,3
T4 1,25 A 1A 2,5 B 10,0
C.V.(%) 18,27 15,48 8,21 -

Valores seguidos de mesma letra na coluna nao diferem entre si pelo teste de Duncan (a = 5%).

C.V. = coeficiente de variagéo.

" Escala de Notas: 0 - auséncia de raiz e parte aérea; 1 - s6 apresentava parte aérea; 2 - apresentava apenas raiz; 3 - com

raiz e parte aérea.

2 Escala de Notas: 0 - sem nenhuma raiz; 1- menos de 5 raizes; 2 - de 5 a 10 raizes; 3 - de 11 a 20 raizes e 4 - mais de 21

raizes.

% Escala de Notas: 1 - embridio morto; 2 - branco ou verde, mas sem parte aérea; 3 - fraco ou com ponta seca; 4 -

crescimento pouco vigoroso e 5 - crescimento normal, vigoroso.

Promchot & Boonprakob (2007),
trabalhando com embriocultura, isto €, com
remocgao de tegumento imediatamente a assepsia
das sementes, obtiveram alta porcentagem de
germinagdo, mesmo no tratamento controle (WPM
com agar a 0,4% ), que teve 72%, mas a
sobrevivéncia neste foi muito baixa. No tratamento
em que foi utilizada vermiculita ao invés de agar
com meio WPM, a germinagédo foi superior. Os
autores atribuem a maior aeragdo nas radicolas.
Em média, os embrides testados tinham entre 0,5

448

cm a 1 cm de comprimento, 0 que coincide com os
utilizados nesses trabalho.

Experimento 2

Na saida da camara fria, final do periodo
de estratificacdo, o melhor tratamento foi o T2 (5
semanas na incubadora), que nao diferiu do T4 (1
semana camara fria + 3 semanas na incubadora),
T1(3 semanas na incubadora) e T5 (1 semana
camara fria + 5 semanas na incubadora) (Tabela 2).
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TABELA 2 - Avaliagéo do inicio de germinacéo, aspecto do sistema radicular e da parte aérea antes do plantio
e porcentagem de sobrevivéncia de plantulas oriundas de polinizagdo livre de uma progénie
resultante de cruzamento realizado em 2003, entre as cultivares Sunmist x 77 Espanha, Pelotas,

2008.
Tratamento Inicio da Aspecto do sistema Aspecto da parte Sobrevivéncia

germinagao’ radicular? aérea’ (%)
T2 242 A 2,28 A 4,78 A 35
T4 1,92 AB 1,67 A 4,17 AB 25
T1 1,83 A B 2,22 A 3,67 ABC 20
T5 1,58 AB 1,49 A 3,73 ABC 15
T3 1,23 BC 1,58 A 338 BC 10
T8 1,21 BC 1,41 A 300 BC 10
T7 0,71 C 1,58 A 4,00 AB 15
T6 0,75 C 1,42 A 2,00 C 15

C.V.(%) 27,34 25,66 9,95 -

Valores seguidos de mesma letra na coluna nao diferem entre si pelo teste de Duncan (a = 5%).

C.V. = coeficiente de variagéo.

" Escala de Notas: 0 - auséncia de raiz e parte aérea; 1 - s6 apresentava parte aérea; 2 - apresentava apenas raiz; 3 - com

raiz e parte aérea.

2 Escala de Notas: 0 - sem nenhuma raiz; 1- menos de 5 raizes; 2 - de 5 a 10 raizes; 3 - de 11 a 20 raizes e 4 - mais de 21

raizes.

3 Escala de Notas: 1 - embrido morto; 2 - branco ou verde, mas sem parte aérea; 3 - fraco ou com ponta seca; 4 -

crescimento pouco vigoroso e 5 - crescimento normal, vigoroso.

Neste experimento, as diferengas quanto
ao sistema radicular, medido imediatamente antes
do plantio em sementeiras, ndo foi significativa. Em
relagdo a parte aérea, o melhor resultado foi obtido
com 5 semanas na incubadora, o qual nido diferiu
do T4 (1 semana camara fria + 3 semanas na
incubadora), T7 (9 semanas na BOD), T5 (1
semana camara fria+ 5 semanas na incubadora) e
T1 (3 semanas na incubadora).

O indice de sobrevivéncia também foi mais
alto no tratamento T2, seguido do T4 e T1.

Anderson et al. (2006) usaram resgate de
embrides incubados a 25 °C por quatro semanas, e
obtiveram sobrevivéncia superior a 60% quando o
tempo entre a colheita das frutas e os
procedimentos de resgate de embrides foi inferior a
uma semana. Segundo estes autores o periodo de
armazenamento das frutas tem um grande efeito
sobre a formagdo das pléntulas e sua
sobrevivéncia, o que enfatiza a importancia de se
proceder as técnicas de resgate dos embrides
imaturos imediatamente apd6s a colheita. No
presente trabalho, a técnica de resgate de embrido
foi realizada logo e uma semana apds a colheita,
portanto, ndo foi possivel confirmar o efeito para

armazenamento superior a este periodo.

Em testes anteriores, dados néo
apresentados, conduzidos na safra 2005/2006, ndo
houve diferencas entre 3 ou 7 semanas na camara
de crescimento, e 5 semanas havia sido inferior
quanto ao desenvolvimento inicial das plantulas,
entretanto, ndo foi o que se verificou no presente
ano. Mas deve ser salientado que nos testes de
2005, nédo foi observada a porcentagem final de
sobrevivéncia.

Anderson et al. (2006), usaram resgate de
ovulos a 25 °C por quatro semanas, e obtiveram
sobrevivéncia superior a 55%.

Experimento 3

As diferengas obtidas entre tratamentos
foram estatisticamente significativas (Tabela 3).
Tanto para a parte aérea, quanto para as raizes, o
melhor tratamento consistiu em deixar as frutas por
uma semana em camara fria e depois extrair as
sementes, e estas apods colocadas em meio SH,
ficaram por 3 semanas em camara de crescimento.
Este tratamento, entretanto ndo diferiu do T7, T2 e
T3 quanto ao sistema radicular e de T7, T2, T8, T3,
T1 e T4 quanto a parte aérea.
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TABELA 3 - Avaliagao do aspecto do sistema radicular e da parte aérea antes do plantio de plantulas oriundas

de polinizagédo livre da cultivar BRS Libra (Conserva 1125), Pelotas, 2009.

Tratamento Aspecto do sistema radicular’ Aspecto da parte aérea’

T6 23 A 3.95A

T7 1,79AB 3,92AB
T2 1,19ABC 293ABC
T3 1,11ABC 271ABC
T8 0,83 BCD 289ABC
T10 0,89 BCD 245 BC
T1 0,74 BCD 262ABC
T4 0,66 CD 254ABC
T9 0,43 CD 1,79 C
T5 0,14 D 1,67 C

Valores seguidos de mesma letra na coluna nao diferem entre si pelo teste de Duncan (a = 5%)

"Escala de Notas: 0 - sem nenhuma raiz; 1- menos de 5 raizes; 2 - de 5 a 10 raizes; 3 - de 11 a 20 raizes e 4 - mais de 21
raizes.

2 Escala de Notas: 1 - embrifo morto; 2 - branco ou verde, mas sem parte aérea; 3 - fraco ou com ponta seca; 4 -
crescimento pouco vigoroso e 5 - crescimento normal, vigoroso.

O tempo de camara fria testado foi de uma
semana, assim, ndo se pode indicar periodos
maiores de conservagdo das frutas antes do
resgate de embrides, sem que sejam previamente
testados.

CONCLUSAO

ficar por até 6 semanas, entre o tempo das frutas
em camara fria e das sementes em meio SH, em
BOD, sem prejuizo ao desenvolvimento das
plantulas e desde que tenha cuidado para evitar
contaminagdo nas frutas e/ ou sementes.

Sobre o tempo de permanéncia das
sementes em camara fria antes de serem cultivadas

experimentos, conclui-se que os embrides podem

10.
1.

450

in vitro, conclui-se que uma semana néo prejudica o
desenvolvimento e crescimento dos embrides, mas
pelo contrario, favorece.

Analisando os resultados obtidos nos trés
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