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FITOTECNIA

Radiossensibilidade de sementes e segmentos caulinares de
maracujazeiro-amarelo submetidos a radiacdo gama

The radio-sensitivity of gamma-irradiated passion
fruit seeds and stem nodal segments

Patricia Silva Flores'

RESUMO

Os objetivos neste estudo foram avaliar os efeitos da
radiagdo y sobre a sobrevivéncia e desenvolvimento de gemas de
segmentos caulinares e germinagdo de sementes de maracujazeiro-
amarelo (Passiflora edulis f. flavicarpa) in vitro. Os explantes de
segmentos caulinares (2cm) contendo uma gema axilar, obtidos a
partir de plantulas provenientes da germinagdo in vitro de sementes
de maracujd, foram tratados com raios y em dosagens variando de
10 a 60Gy e subsequentemente transferidos para meio Murashige
e Skoog (MS), suplementado com 4,0mg L' BAP. Para a irradiagdo
das sementes, foram testadas doses que variaram de 75-200Gy e
a germinagdo e sobrevivéncia das plantulas foram avaliadas apos
30 e 60 dias da inoculagdo em meio MS, respectivamente. Apos 30
dias da irradia¢do de segmentos caulinares, observou-se redugdo
de 50% na sobrevivéncia dos explantes e no numero de brotagoes
formadas in vitro nas doses de 21,31 e 12,20Gy, respectivamente.
A DL, para a germinagdo de sementes é 160Gy, enquanto que,
para sobrevivéncia das plantulas, é de 125G).

Palavras-chave: raios gama, cultura de tecidos, germinagdo de
sementes, P. edulis f. flavicarpa.

ABSTRACT

This study had the objective to investigate the

effects of gamma ray radiation on survival and proliferation of

shoots from stem nodal segments and on the germination seeds
passion fruit (Passiflora edulis f. flavicarpa). Stem segments
explants (2cm) containing one axillary bud obtained from in vitro-
propagated seedlings of passion fruit were treated with y-rays at
dosages ranging from 10 to 60Gy and subsequently transferred
to Murashige and Skoog (MS) medium supplemented with 4.0mg
L' BAP. Seeds of passion fruit were irradiated with gamma rays
at dosages ranging from 75 to 200Gy. Germination and survival
of seedlings were measured after 30 and 60 days of transfer to
MS medium, respectively. After 30 days of irradiation of stem
segments it was observed 50% reduction in survival of explants
and the number of shoots formed in vitro at 21.31 and 12.20Gy,

Claudio Horst Bruckner"

respectively. The LD, for seed germination is 160Gy, while for
seedling survival is 125GYy.

Key words: gamma ray, tissue culture, seed germination, P. edulis
1 flavicarpa.

INTRODUCAO

A adogido de tecnologias ¢ o uso de mudas
de qualidade contribuem para o sucesso da producéo
de maracuja-amarelo no Brasil, sendo responsavel
por 80% da produg¢do mundial. No entanto, essa
cultura tem como caracteristica a necessidade de
alteracd@o de area para plantio, devido principalmente
a susceptibilidade a doengas, em decorréncia da falta
de variedades resistentes (MELETTI, 2011).

Uma maneira de se obter variedades
de plantas resistentes a patdégenos ¢ por meio da
inducdo de mutagdes, que pode ser considerada
como ferramenta para auxiliar no melhoramento
genético de plantas (BHAGWAT & DUNCAN,
1998; MADAMBA et al.,, 2009; SHARMA et
al., 2010; SNYMAN et al, 2011). Através da
técnica, cerca de 2250 variedades de plantas foram
langadas nas ultimas décadas, incluindo importantes
culturas, como arroz, trigo, algoddo, canola,
girassol, gergelim, toranja e banana, impactando
significativamente a area cultivada e a economia
mundial (AHLOOWALIA et al., 2004). Nesse
sentido, a indu¢do de mutagdes pode representar
uma alternativa para obtencdo de variantes
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genéticas de maracujazeiro-amarelo para diferentes
caracteristicas, incluindo a resisténcia a doengas.

A mutacdo pode ser induzida por meio de
mutagénicos fisicos, como radiagdes ou quimicos, os
quais envolvem uma gama de produtos com diferentes
modos de acdo, sendo os raios gama (y) o agente
mais utilizado na indugdo de mutacdes em plantas
(AHLOOWALIA et al., 2004; PREDIERI, 2001).
Os mutagénicos quimicos, ao contrario dos fisicos,
podem ter baixa penetrabilidade nos tecidos e exigem
maiores cuidados na manipulacdo durante e apds os
tratamentos (TULMANN NETO & LATADO, 1999).

Apesar do custo de aquisicao elevado dos
irradiadores, o tratamento de materiais no pais pode
ser realizado sem custo algum, tanto para institutos
oficiais como privados, no Centro de Energia Nuclear
na Agricultura (CENA). Nesse local, foram obtidos
avancos no melhoramento de importantes culturas,
conforme revisado por TULMANN NETO et al. (2011).

Na indugdo de mutagdes, ¢ necessario o
tratamento de um grande niumero de propagulos para
garantir o surgimento da variante genética com as
caracteristicas de interesse, de forma que a inducdo
in vitro € vantajosa por possibilitar a aplicacdo dos
agentes mutagénicos em um grande numero de
explantes em espaco reduzido. A cultura de tecidos
também auxilia na obtengdo de mutantes artificiais,
por favorecer a maior uniformidade no tratamento,
aumentar as chances de se obter mutantes solidos
a partir de gemas adventicias de origem unicelular
ou por meio do isolamento dos setores mutantes,
mediante sucessivas multiplicagdes (TULMANN
NETO et al., 1998; PREDIERI, 2001). A técnica
também possibilita a selecdo da variante genética
de interesse por meio da suplementagdo do meio de
cultura com agentes seletivos (fitotoxinas, sais, dentre
outros) sob elevada pressdo de selecdo no material
tratado (MOHAN JAIN, 2002).

Aselegdo dadose deradiacdo paraamutago
efetiva dos materiais tratados € requisito fundamental,
sendo esta baseada em certo nivel de letalidade
produzido (Lethal Dose 50% ou LD, ), na redugdo
de caracteristicas como altura da planta (Growth
Reduction ou GR,)), nimero de brotagdes produzidas,
dentre outros INTERNATIONALATOMIC ENERGY
AGENCY, 2006). A avaliacao apenas da sobrevivéncia
pode ndo ser suficiente para determinacdo da dose,
pois as plantas sobreviventes podem ter problemas
no crescimento e desenvolvimento, sendo, nesse
caso, necessaria a adogdo de outra caracteristica
(TULMANN NETO et al., 1998).

As doses de radiagdo gama utilizadas
para indugdo de mutagdes em tecidos somaticos

de vérias espécies de plantas sdo menores que
aquelas utilizadas em sementes (5 a 100Gy e 60
a 700Gy, respectivamente) (AHLOOWALIA &
MALUSZINSKY, 2001). Em segmentos foliares de
P, edulis f. flavicarpa, OTAHOLA (1999) observou a
DL, entre 15 e 20Gy, enquanto CALDERON (2011)
relatou que a dose para reduzir em 50% a formagao
de brotacdes por explante de segmentos nodais de P
edulis f. edulis situou-se por volta de 50Gy.

Em sementes de P. edulis f. flavicarpa,
TORNE & DESAI (1975) obtiveram a LD, entre
100 e 125Gy, enquanto SENANAYAKE & PERERA
(1977) e OTAHOLA (1999) observaram a tolerancia
maior das sementes da espécie a radiacdo, ficando a
LD,, em 200 e 150Gy, respectivamente. Esses dados
evidenciam que, para o mesmo tipo de tecido, a dose
ideal de radiacdo y varia conforme o estado fisiologico
e teor de dgua, os quais ndo sdo informados pela
maioria dos autores.

Neste estudo, os objetivos foram avaliar
os efeitos da radiacdo y sobre a sobrevivéncia e
desenvolvimento de segmentos caulinares e germinagao
de sementes de maracujazeiro-amarelo in vitro.

MATERIAL E METODOS

Neste trabalho, os explantes de segmentos
caulinares e sementes de maracujazeiro-amarelo
foram tratados com doses de raios y produzidos
por fonte de ®Co. As fontes sdo provenientes de
irradiador do tipo Gamma Cell do Centro de Energia
Nuclear na Agricultura (CENA) da Universidade de
Sao Paulo, localizado em Piracicaba, Sao Paulo. O
material vegetal utilizado foi obtido de plantios de
maracujazeiro localizados na area experimental do
setor de fruticultura, no campus da Universidade
Federal de Vigosa (UFV), em Vigosa, Minas Gerais.

Para a obtencdo dos explantes de
segmentos caulinares, plantulas provenientes da
germinacdo de sementes de maracujazeiro em meio
MURASHIGE & SKOOG (1962) (MS) foram
segmentadas em por¢des de 2cm de caule, contendo
uma gema axilar. Os explantes foram transferidos
para placas de Petri contendo 30mL de meio MS com
metade da concentragdo dos sais, sendo depositados
10 explantes por placa e, para cada dose de radiacao
testada, foram irradiadas quatro placas, totalizando
40 explantes por tratamento.

Os  segmentos  caulinares  foram
inicialmente irradiados a 15, 30, 45 e 60Gy e, em um
experimento posterior, novos explantes de segmentos
caulinares foram irradiados a 10, 15, 20 e 25Gy para
maior aproximagdo da DL,,. Apos as irradiagoes, os
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explantes foram transferidos para tubos de ensaio
contendo 10mL de meio de cultura MS suplementado
com 1mg L' de BAP. O material foi incubado por 30
dias em sala de crescimento com fotoperiodo de 16
horas e densidade de fluxo luminoso de 32pmol m? s,
a temperatura de 27+2°C no Laboratério de Cultura
de Cé¢lulas e Tecidos Vegetais do Departamento de
Fitotecnia da UFV. Apos este periodo, foram avaliadas
aporcentagem de sobrevivéncia do explante e numero
de brotagdes formadas.

Para as avaliagdes dos efeitos de doses de
raios y em sementes de maracujazeiro-amarelo, foram
utilizadas sementes coletadas de frutos maduros com
cerca de 10% de umidade no momento da semeadura,
determinado conforme metodologia descrita nas
Regras para Andlise de Sementes (BRASIL, 2009).
Os frutos foram seccionados transversalmente para
extracdo das sementes e, em seguida, houve a retirada
da mucilagem por meio de fric¢do com cal virgem
em peneira de malha fina. As sementes foram lavadas
em agua corrente e dispostas em papel toalha, onde
foram mantidas durante trés dias para secagem a
sombra. Para a irradia¢do com as doses de raios gama
75, 100, 125, 150, 175 e 200Gy, foram utilizadas
cinco repeticdes com 100 sementes, totalizando 500
sementes para cada dose.

Em camara de fluxo laminar, as sementes
irradiadas foram imersas em etanol 70% durante um
minuto e, ap6s, em solugdo de hipoclorito (2% de cloro
ativo) durante 20 minutos; em seguida, enxaguadas
com agua destilada e esterilizadas em autoclave
por trés vezes. Com auxilio de bisturi, as sementes
foram escarificadas, com uma incisdo na regido
distal da semente e transferidas para tubos de ensaio
contendo 10mL do meio de cultura MS, contendo
metade da concentracdo dos sais. Apos 30 dias, foi
avaliada a porcentagem de germinagdo de sementes
que formaram plantulas normais e, aos 60 dias da
germinacdo, avaliou-se a sobrevivéncia das plantulas.

Para as irradiagdes dos segmentos
caulinares e¢ de sementes, as taxas de dose do
irradiador variaram de 0,709 a 0,711kGy h’'. Para
a determinacdo da dose de radiacdo necessaria para
a reducdo de 50% das caracteristicas avaliadas
(mimero de brotagdes, sobrevivéncia dos explantes,
germinacdao de sementes e sobrevivéncia das
plantulas), os valores obtidos com os tratamentos
foram comparados com os valores observados nas
testemunhas, compostas de segmentos caulinares e
sementes ndo irradiadas.

Para a irradiacdo dos segmentos caulinares,
foram utilizados oito tratamentos (0, 10, 15, 20 25, 30,
45 e 60Gy) e, para cada tratamento, foram utilizadas

quatro repeticdes, sendo cada parcela constituida
de 10 tubos de ensaio contendo as culturas. Para o
estudo do efeito da irradiagdo sobre as sementes,
foram testados sete tratamentos (0, 75, 100, 125,
150, 175 e 200Gy), cada um composto de cinco
repeticdes, correspondentes a 50 tubos, sendo que
cada um continha duas sementes em meio de cultura.
O delineamento experimental utilizado em ambos
os experimentos foi completamente casualizado, os
dados foram submetidos a andlise da regressdo e as
avaliacdes estatisticas foram realizadas com o auxilio
do programa estatistico SAEG 9.1.

RESULTADOS E DISCUSSAO

As doses de radiacdes entre 15 a 60Gy
afetaram significativamente a sobrevivéncia e a
producao de brotacdes sobre os explantes de segmentos
caulinares de maracujazeiro-amarelo. De acordo com
a equacao resultante, as doses de radiacdo estimadas
para reduzir o numero de brotacdes e porcentagem de
sobrevivéncia em 50% foram de 12,20 e de 21,31Gy,
respectivamente (Figura 1A).

No segundo ensaio, em que foram testadas
doses de 10 a 25Gy, foi observado que a dose
letal média para a producdo de brotagdes e a LD,
(sobrevivéncia) ficaram préximas de 20Gy, sendo
os valores exatos estimados em 18,32 e 21,64Gy,
respectivamente (Figura 1B). Essas observacgdes
foram consistentes com OTAHOLA (1999), quando
comentou que a LD, para a porcentagem de
explantes de segmentos foliares de maracujazeiro-
amarelo com brotacdes foi observada proxima de
20Gy. Apesar de o autor ter utilizado tecido de origem
diferente (segmentos foliares) ao do presente trabalho
(segmentos caulinares), observou-se semelhanca na
tolerancia a irradiacdo com raios y, o que pode indicar
a aproximagao da dose padrio para irradiag@o in vitro
de tecidos somaticos de P. edulis f. flavicarpa.

O tratamento com a dose de 10Gy resultou
no estimulo da produgdo de brotagdes, porque, com
esta dose, foram produzidas 7,6 brota¢des por explante,
enquanto que, nos segmentos caulinares nao irradiados,
a producdo foi de 6,6 (Figura 1B).Utilizando essa
mesma dose de raios y (10Gy), KIDO (2003) observou
o estimulo na formagao de brotagdes em explantes de
gemas axilares de bananeira. O aumento no niimero
de brotagdes em explantes tratados com baixas doses
de agentes mutagénicos também foi observado por
BHAGWAT & DUNCAN (1998) e SRIVASTAVA et
al. (2011) em bananeira e trigo, respectivamente.

O estimulo ao crescimento vegetal com o
uso de baixas doses de raios gama pode ocorrer devido
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Figura 1 - Efeito da radiagdo gama sobre a sobrevivéncia e
numero de brotagdes em explantes de segmentos
caulinares de P edulis f. flavicarpa, ap6és 30 dias da
inoculagdo em meio MS com Img L' BAP; A - Primeiro
ciclo de selegdo a 15, 30, 45 ¢ 60Gy; B - Segundo
ciclo de selegdo a 10,15,20 e 25Gy. **significativo
(P<0,01).

a mudancas na sinalizacdo hormonal nas células
vegetais ou pelo aumento da capacidade antioxidativa
das células, fazendo com que estas adquiram uma maior
capacidade em superar fatores de estresse do ambiente
(WI et al,. 2007). A partir da dose de 30Gy, houve o
decréscimo nas caracteristicas avaliadas, uma vez que,
com o aumento da dose do tratamento mutagénico,
normalmente se observa a reducgéo na sobrevivéncia e
na capacidade de regeneragio das brotagdes.

Para as sementes submetidas a irradiacio
v, quando comparadas a dos explantes de
segmentos caulinares, observou-se maior tolerdncia
daquelas (Figura 1), confirmando observagdes de
AHLOOWALIA & MALUSZINSKY (2001) e
OTAHOLA (1999). A sensibilidade aos mutagénicos
fisicos varia conforme o grau de diferenciagdo
dos tecidos, a fase do ciclo celular e o teor de agua
na célula, visto que a molécula de agua é o mais
frequente alvo primario da radiacdo ionizante (PIRI
et al., 2011). As gemas caulinares sdo compostas
de tecidos altamente meristematicos e com teor de
agua geralmente maior que sementes. Esses fatores
podem ter contribuido para a diferenga observada na
tolerancia destes materiais a radiacao.

De acordo com os resultados, a LD, para
germinacdo de sementes foi de 160Gy (Figura 2),
semelhante ao observado por TORNE & DESAI
(1975) e OTAHOLA (1999), que obtiveram a LD,
para germinacdo de sementes de maracujazeiro-
amarelo por volta de 100 a 150Gy. Porém,
SENANAYAKE & PERERA (1977) observaram
a maior tolerancia das sementes de maracujazeiro
a radiagdo gama, ficando a LD, entre as doses de
175 (64%) e 200Gy (32%), provavelmente, devido a
diferencas na idade das sementes e ao teor de 4gua que,
conforme mencionado anteriormente, constitui-se em
um dos fatores a influenciar na tolerancia a radiacao.
Essa grande variacdo na dose de radiagdo necessaria
para a redugdo em 50% da germinacdo de sementes
de maracujazeiro-amarelo, observada na literatura,
reforga a importancia de se caracterizar corretamente
o material a ser irradiado, principalmente com relacao
ao grau de umidade, para que os resultados possam
ser reproduzidos durante a aplicacdo pratica da
metodologia de indugdo de mutagdes.

Ap6s 30 dias da germinagdo das sementes,
foi observada sobrevivéncia de 50% das plantulas
obtidas das sementes tratadas com 125Gy (Figura 2) e,
apesar de a maioria dos autores determinarem a LD,
para germinagdo como caracteristica para a inducdo
de mutagdes em sementes, a mortalidade das plantulas
obtidas pode limitar avaliagdes posteriores, devido ao
numero reduzido de material. De maneira semelhante,
SENANAYAKE & PERERA (1977) obtiveram 20%
de germinacdo de sementes de maracujazeiro-amarelo
tratadas com 250Gy, no entanto, apos trés semanas,
nenhuma plantula tratada com esta dose sobreviveu,
reforcando a importancia de se considerar diferentes
variaveis para a escolha da dose do agente mutagénico.
Essas observagdes podem estar relacionadas ao fato de
que a absorcdo de agua pelo embrido, etapa inicial da
germinacdo, ndo ¢ afetada pela mutagénese, sendo seu

Figura 2 - Efeito da radiacdo gama sobre a germinagdo de
sementes e sobrevivéncia de plantulas de P. edulis f.
Aavicarpa. **significativo (P<0,01).

Ciéncia Rural, v.45, n.12, dez, 2015.
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efeito mais pronunciado sobre o desenvolvimento das
estruturas primarias da plantula (INTERNATIONAL
ATOMIC ENERGY AGENCY, 2006), as quais
garantirdo sua sobrevivéncia.

CONCLUSAO

A irradiacdo de segmentos caulinares de
maracujazeiro-amarelo nas doses de 21,31 e 12,20Gy
reduz em 50% o nimero de brotagdes formadas in
vitro e sobrevivéncia dos explantes, respectivamente.

A DL, para a germinacdo de sementes, € de 160Gy

e, para sobrevivéncia das plantulas, ¢ de 125Gy.
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