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Resumo

Em programas de melhoramento de citros por indugdao de mutacdes ja& foi comprovada a sensibilidade diferencial as doses de
mutagénico em plantas de diferentes variedades e em diferentes propagulos de uma mesma planta. O objetivo do presente
estudo foi avaliar a radiossensibilidade de dois tipos de propagulos (borbulhas e segmentos de epicétilo in vitro) de tangor
‘Murcott’, tangerinas ‘Thomas’ e ‘Fremont’ e limdo ‘Cravo’ (este apenas de segmentos de epicétilo in vitro) e comparar a ra-
diossensibilidade entre propagulos e entre variedades. Foram utilizadas as doses de 0, 10, 20, 30, 40 e 50 Cy de raios-gama,
com avaliagdes aos 60 dias dos parametros: porcentagem de borbulhas mortas, altura das brotacdes desenvolvidas, para
borbulhas irradiadas; nimero de brotacdes regeneradas por explante e porcentagem de explantes responsivos, para segmen-
tos de epicétilo in vitro irradiados. As diversas doses de radiacao testadas em borbulhas causaram reducdes significativas no
parametro altura das brotacoes desenvolvidas das trés variedades. No experimento de irradiacdo de segmentos de epicdtilo
in vitro apenas o tangor ‘Murcott’ e o limao ‘Cravo’ tiveram redugdes significativas no nimero de brotacdes regeneradas por
explante, em funcdo do aumento da dose de mutagénico. Neste trabalho foi possivel determinar que a radiossensibilidade de
propagulos in vitro (segmentos de epicétilo) e in vivo (borbulhas) era varidvel em funcdo da variedade; no caso de tangerina
‘Fremont’, os segmentos de epicdtilo in vitro foram mais sensiveis e, em outros casos, a sensibilidade foi semelhante.
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Radiossensitivity of two propagules of citrus

Abstract

Studies have shown that the radiossensitivity in plants varies depending on the varieties and the propagules used in mutage-
nic treatment. The purpose of this study was to evaluate the radiossensitivity of two types of propagules (buds and in vitro
segments of epicotyl) in ‘Murcott’ tangor, ‘Thomas’ and ‘Fremont’ mandarins and ‘Rangpur’ lime (only in vitro segments of epi-
cotyl) and to compare the gamma-rays sensitivity among propagules and among varieties. The following doses were used: O,
10, 20, 30, 40 and 50 Gy of gamma-rays. The parameters shoot mortality and shoot height, for experiment of bud irradiation,
and number of regenerated shoots per explant and percentage of responsive explants, for experiment of peicotyl segments
irradiation were evaluated after 60 days. The mutagenic doses tested in buds caused significant reduction in shoot height of
all varieties. In the experiment of irradiation of in vitro segments of epicotyl, only ‘Murcott’ tangor and ‘Rangpur’ lime showed
significant reduction in the number of regenerated shoots per explant, due to the increase of mutagen doses. Results indicate
that radiossensitivity of in vitro (segments of epicotyl) and in vivo (buds) propagules is variable depending on the variety. Also,
in some cases the in vitro propagules are more sensitive, to irradiation and in other cases, there is no differential sensibility.

Key words: radiation, sensitivity, gamma-rays, Citrus.
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Os primeiros programas de melhoramento tradicionais de
citros foram realizados no Estado da Flérida (EUA), por
Swingle e Webber, a partir de 1893 (Davies e ALBRIGO,
1994). Desde entio, os maiores avancos foram obtidos
a partir de cruzamentos interespecificos visando a obten-
4o de novas variedades de porta-enxerto e copa, j4 tendo
sido lancadas algumas variedades comerciais de citrume-
los (Poncirus trifoliata Raf. x Citrus paradisi Macfad.),
citranges [P trifoliata x C. sinensis sinensis (L.) Osbeck],
citrandarins (2 #ifoliata x C. reticulata Blanco) (PompEU
JUNIOR, 2005) e tangores [C. sinensis sinensis (L.) Osbeck
x C. reticulata Blanco].

J4 os hibridos intraespecificos de espécies citricas para
uso como variedades de copa (limées ¢ laranjas doces,
por exemplo) alcancaram menores resultados devido as
barreiras reprodutivas das espécies (poliembrionia, ciclo
juvenil longo e alta heterozigosidade), o que dificulta a
realizagdo dos cruzamentos e, também, pela dificulda-
de de se obter progénies contendo plantas com frutos
caracteristicos da espécie, como foi citado por Malik et
al. (1974) a respeito dos cruzamentos envolvendo limées
[C. limon (L.) Burm. f.].

Apesar da importincia das mutagdes espontineas na
obtencio de novas variedades de citros, a frequéncia de
aparecimento destas mutagdes ¢ baixa e pode ser aumen-
tada por meio do uso de mutagénese induzida. Por este
motivo, a mutagénese induzida tem sido rotineiramente
utilizada em programas de melhoramento de citros em
vérios paises (TuLmann NETO et al., 1990; Hearn, 1984;
SpieGeEL-Roy et al., 1990; SHANCHUN et al., 1991).

Uma questdo importante é a existéncia de variagio na
sensibilidade a dose de mutagénico utilizada, entre plan-
tas de diferentes variedades ou entre plantas de diferen-
tes espécies, assim como entre diferentes propdgulos de
uma mesma planta (sementes, borbulhas, dpice caulinar,
explantes in vitro, etc.). Antes de induzir muta¢oes em
plantas hd a necessidade de se realizar testes de radios-
sensibilidade para determinar a dose mais apropriada,
buscando sempre maximizar as chances de obter mutan-
tes com valor econdmico (TuLManN NETO et al., 1990).

Os testes de radiossensibilidade geralmente sao plane-
jados para se avaliar os efeitos fisioldgicos de diferentes
doses de radiacio na taxa de crescimento (GR- Growth
reduction) ou na letalidade de plantas (LD- Letal dose).
Como a frequéncia de ocorréncia de efeitos fisioldgicos
geralmente possui alta correlagio com a frequéncia de
aparecimento de mutagoes é possivel escolher uma dose
intermedidria para uso em grande quantidade de propé-
gulos, dose esta que possibilita a ocorréncia de muta-
¢oes sem, contudo, causar elevados danos fisioldgicos
(TuLmanN NETO et al., 1998).

O objetivo do presente estudo foi avaliar a radiossen-
sibilidade de propdgulos de diversas variedades de citros
(limao ‘Cravo’, tangor ‘Murcott e tangerinas “Thomas’ e
‘Fremont’) visando determinar a dose adequada para uso

no programa de melhoramento por indu¢io de mutagdes,
assim como comparar a radiossensibilidade entre dois
tipos de propdgulos (borbulhas e segmentos de epicétilo
in vitro) de cada variedade e entre 0 mesmo propdgulo,
em diferentes variedades.

A radiossensibilidade de borbulhas foi avaliada
nas variedades tangor ‘Murcott’, tangerinas “Thomas e
‘Fremont’. Para tal, estacas contendo borbulhas foram
destacadas de plantas matrizes mantidas no Centro
de Andlise e Pesquisa Tecnoldgica do Agronegécio de
Citros Sylvio Moreira- IAC e, a seguir, foram irradiadas
com doses de 10, 20, 30, 40 ¢ 50 Gy de raios-gama na
fonte de Cobalto 60 do CENA-USP (Piracicaba, SP). A
taxa de dose utilizada foi de, aproximadamente, 800 Gy
h'. Estacas nao irradiadas foram usadas como controle
experimental.

Apés a irradiacdo, as borbulhas foram destacadas e
enxertadas sobre plantas de limao ‘Cravo’, sendo udili-
zadas 40 borbulhas por tratamento em delineamento
inteiramente casualizado. Apds 60 dias da enxertia, foram
feitas avaliacdes dos seguintes pardmetros: porcentagem
de borbulhas mortas e a altura das brotacoes desenvol-
vidas, denominadas M,V |. Os dados de porcentagem de
borbulhas mortas em cada dose de mutagénico foram
calculados como a razio entre o nimero de borbulhas
mortas e o nimero total de borbulhas enxertadas.

A andlise estatistica dos dados foi feita apenas para
o parimetro altura das brotagdes desenvolvidas, em
cada variedade separadamente, com uso do teste F e
teste de Tukey a 5%, para comparar as médias dos trata-
mentos. A seguir, foram realizadas andlises de regressio
linear dos dados médios obtidos de cada dose e para
cada variedade, além da andlise de paralelismo e coinci-
déncia de retas utilizando-se o programa ESTAT versio
2.0, para verificar a existéncia de diferencas significati-
vas entre as retas.

A radiossensibilidade de segmentos de epicétilo in
vitro foi avaliada em tangor ‘Murcott’, tangerinas “Thomas’
e ‘Fremont e o limao ‘Cravo’. Os segmentos de epicétilo
foram obtidos a partir de sementes germinadas in vitro,
desinfectadas previamente em solucio de hipoclorito de
s6dio (dgua sanitdria pura) por cerca de 10 minutos e lava-
das trés vezes em dgua destilada autoclavada. As sementes
foram inoculadas em tubos de ensaio contendo meio de
cultura semi-s6lido composto apenas por sais de MS na
metade da concentracio e solidificados com dgar (0,7%).
O pH do meio foi ajustado para 5,8 antes da esterilizagao
por autoclavagem. Os tubos foram mantidos no escuro a
25 + 1 °C durante 30 dias, até a germinacio das sementes
e obtencao de plantulas estioladas.

Segmentos de epicdtilo com cerca de 0,5 cm de
comprimento foram extraidos das plantulas germinadas
in vitro com uso de pinga e estilete e, a seguir, foram irra-
diados com doses de 0, 10, 20, 30, 40 e 50 Gy de raios-
gama (com taxa de dose média de 800 Gy h™') na fonte
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GammaCell do CENA/USP. Um total de 40 segmentos
de epicétilo foi usado por tratamento.

Os explantes foram cultivados em placas de Petri
contendo meio de cultura semissélido composto por sais
e vitaminas de MT, 50,0 g L' de sacarose, 0,5 g L de
extrato de malte, 0,7% de dgar e suplementado com 2,0
mg L' BAD, para inducdo da organogénese somdtica. O
pH do meio foi ajustado para 5,8 antes da esterilizagio
por autoclavagem.

As placas foram mantidas durante duas semanas no
escuro, a 25 + 1 °C e ap6s, transferidas para condigoes de
16 horas de luz (49 pmol.m™.s" de intensidade luminosa)
ea25+1°C, poraté 60 dias.

O efeito das diversas doses de mutagénico nos
segmentos de epicétilo foi avaliado no fim do experimen-
to, com a contagem do nimero de brotagoes regeneradas
por explante e a porcentagem de explantes responsivos,
isto é, que regeneravam ao menos em uma brotagio.
Este tltimo pardmetro foi calculado como a razio entre
o ntmero de explantes responsivos ¢ o nimero total de
explantes inoculados.

O delineamento experimental foi o inteiramente
casualizado e os dados do pardmetro nimero de brotagées
regeneradas por explante foram transformados por raiz
de x + 0,5 antes da realizacio das andlises estatisticas, as
mesmas citadas anteriormente.

Em seguida, os efeitos das diversas doses de radiacio
gama nos dois propdgulos foram comparados em tangor
‘Murcott’, tangerinas ‘Fremont’ e “Thomas’ separadamen-
te, utilizando-se as andlises estatisticas de coincidéncia e
de paralelismo de retas.

No experimento de irradiacio de borbulhas, os dados
de altura das brotagoes desenvolvidas demonstraram que
apenas algumas doses de radiagio causaram redugoes
significativas neste parAmetro, nas trés variedades de citros
(Tabela 1).

J& para o parimetro porcentagem de borbulhas
mortas, o aumento consistente em funcio do aumento

da dose de mutagénico ocorreu apenas para o tangor
‘Murcott’ e resultados inconsistentes foram observados
nas demais variedades (Tabela 1). Uma possivel expli-
cagdo para tal fato ¢ que o tempo para a avaliagio da
sobrevivéncia pode ter sido relativamente curto (60
dias). Deste modo, nas doses mais elevadas de mutagé-
nico pode ter ocorrido o fato de muitas borbulhas que
nio tinham desenvolvimento (mas foram consideradas
como vivas) aos 60 dias da irradiagdo, poderiam passar a
ser consideradas como mortas apés um maior periodo de
tempo. Apesar disto, é possivel observar que houve alta
porcentagem de mortalidade nas trés variedades quando
utilizada a dose mais elevada (50 Gy).

GuLsEN et al. (2007) também observaram haver
reducoes crescentes e continuas na altura das brotacoes
e na porcentagem de borbulhas sobreviventes em funcio
do aumento das doses de raios-gama, em um trabalho de
inducio de mutacoes em limao ‘Kutdiken’.

Pelos testes de paralelismo e coincidéncia de retas dos
dados de regressao linear de altura das brotagoes desen-
volvidas observou-se que as trés variedades avaliadas
(tangor ‘Murcott’, tangerinas ‘Thomas’ e ‘Fremont’) tive-
ram retas coincidentes e paralelas entre si, pois os testes
F para coincidéncia de retas e t para paralelismo de retas
foram sempre nio significativos (‘Murcott’ x ‘Fremont’
- F=4,3ns, t=1,4ns ¢ ‘Murcott’ x “Thomas - F=3,6ns e
t=0,2ns e “Thomas’ e ‘Fremont’ - F=1,7ns e t=1,6ns).

Com base nas equagoes de retas obtidas para cada
variedade foi possivel selecionar as doses GR 30 e GR 50
(doses que causaram a reducio de 30% e 50% na altu-
ra das brotagdes desenvolvidas respectivamente). Para a
tangerina “Thomas™ as doses de murtagénico determina-
das como GR 30 e GR 50 foram de 19,9 e 33,2 Gy de
raios-gama, enquanto para a tangerina ‘Fremont’, as doses
foram de 33,5 e 55,8 Gy e para o tangor ‘Murcott’, doses
de 16,3 € 27,2 Gy de raios-gama.

SpieGeL-Roy e Papova (1973) e SpieGeL-Roy e
Kocusa (1975) relatam que o LD 50 para borbulhas

Tabela 1. Altura das brotacoes desenvolvidas (dados observados e ajustados pelas respectivas equagoes de regressio linear) e porcentagem
de borbulhas mortas, com avaliacio 60 dias apds o tratamento mutagénico com diversas doses de raios-gama

Dose Fremont Thomas Murcott

Obs.(') Ajust.(?) Obs.(') Ajust.(?) Obs.(') Ajust.(?)
Gy cm cm % cm cm % cm cm %
0 14,8 a 16,4 17,6 a 18,3 7 13,6 ab 15,6 31
10 133a 14,9 12 159 a 15,6 2 159 a 12,8 45
20 156 a 13,4 125b 12,8 7 10,7b 9,9 36
30 14,6 a 12,0 112b 10,1 2 57c 7,0 55
40 132a 10,5 82 b 7,3 7 1,8¢ 4,1 79
50 48b 9,0 38 32c 4,5 50 30c 1,3 95
Teste F(%) 11,1 % 35,4 ** 12,9 **
CV (%) 48,0 39,6 53,8

(") Valores observados, médias seguidas da mesma letra na coluna nio apresentam diferencas significativas pelo teste de Tukey a 0,05 de probabilidade. (*) Valores ajustados
8! p! g I3 y p )
pelas respectivas equagées de regressao linear dos dados: Fremont y =-0,15x + 16,4 (R?=0,71); Thomas y =-0,28x + 18,3 (R?=0,97) e Murcott y =-0,29x + 15,6 (R?=0,85). () **

significativo ao nivel de 0,01 de probabilidade pelo teste F.

Bragantia, Campinas, v. 70, n. 1, p.13-18, 2011 15



D.L. Gonzaga et al.

de laranjas doces se situava na faixa entre 40 ¢ 80 Gy e
para a irradiacdo de embribes nucelares em sementes, a
dose seria de aproximadamente 100 Gy. J4 GULSEN et
al. (2007) definiram que o LD 50 para limao ‘Kutdiken’
era aproximadamente 50 Gy de raios-gama, préximo do
resultado obtido para o GR 50 com a variedade ‘Fremont’
no presente estudo.

No experimento de avaliacio da radiossensibilidade
de segmentos de epicétilo in vitro os resultados foram
divergentes para o tangor ‘Murcott’ ¢ o limio ‘Cravo,
que apresentaram redugdes significativas no nimero de
brotagdes regeneradas por explante e tendéncia a redu-
¢io na porcentagem de epicétilos responsivos, em fungio
do aumento da dose de mutagénico. J4 as duas varieda-
des de tangerina estudadas (‘Fremont’ e “Thomas’) nio
apresentaram este padrio mesmo na dose mais elevada
de mutagénico (50 Gy de raios-gama), nao se podendo
observar diferencas significativas entre tratamentos para
os dois parAmetros: niimero de brotagbes regeneradas
por explante e porcentagem de explantes responsivos
(Tabela 2).

Utilizando-se as respectivas equacbes de regressoes
lineares de cada variedade foi possivel calcular para cada
variedade as doses de mutagénico que correspondiam ao
GR 30 e GR 50 para os segmentos de epicétilo in vitro,
que seriam respectivamente 18,0 e 30,0 Gy para a tange-
rina “Thomas’, 13,5 e 22,4 Gy para a ‘Fremont’, 16,2 e
27,0 Gy para o tangor ‘Murcott’ ¢ 20,7 ¢ 34,5 Gy para o
Limio ‘Cravo’.

As doses de mutagénico mais comumente utilizadas
para propagulos iz vitro de citros variam muito principal-
mente em fungio do explante utilizado. Como exemplos
podem ser citados o uso de 4,5 a 7,5 Gy de raios-gama para
irradiacdo de protoplastos de laranja doce (SpriEGEL-Roy,
1979), 20-40 Gy para uso em plantulas iz vitro decapita-
das (Spieger-Roy e Kocusa, 1973) e 120-160 Gy, para
irradiacdo de calos originados de évulos nao fertilizados
(Kocusa e SpiegeL-Roy, 1976, 1977).

Nos dados obtidos com a irradiacio de segmentos de
epicétilo, os testes de coincidéncia entre retas indicaram
que as quatro variedades tiveram equagdes de reta nio
coincidentes (testes F significativos para coincidéncia de
retas). J& os testes de paralelismo entre retas indicaram
que, a excegdo da comparacio entre tangerina ‘Fremont
e tangor ‘Murcott’, todas as outras comparagoes possiveis
entre duas variedades resultaram em retas consideradas
como paralelas entre si (testes t nio significativos para
paralelismo de retas) demonstrando que as variedades
possufam retas com mesma inclinagio.

Em tangerina ‘Fremont e tangor ‘Murcott’ com
equagdes de reta nio coincidentes (F=24,3*) e nio para-
lelas (t=3,1%) entre si, observou-se que nio possufam o
mesmo padrio de resposta em funcio do aumento das
doses de mutagénico. J4 o limao Cravo, apesar de ter reta
paralela em relagdo as demais, destacou-se pela maior taxa
de regeneracio de brotacoes in vitro, inclusive no controle
(explantes nio irradiados) (Tabela 2).

As andlises comparativas da radiossensibilidade de
borbulhas e de segmentos de epicétilo 7z vitro dentro
de uma mesma variedade demonstraram que, para
todas, houve diferencas estatisticamente significativas
entre as equagdes de regressao linear. Esse fato pode ser
detectado pelos testes F para coincidéncia e teste t para
paralelismo entre retas, com resultados significativos
(tangerina ‘Fremont’- F=47,5** e t=-3,0%; tangerina
‘Thomas- F=377,2** ¢ t=-10,4** ¢ tangor ‘Murcott-
F=42,6** e t=-4,6**).

Os segmentos de epicdtilo in vitro de rtangerina
‘Fremont tiveram maior sensibilidade ao mutagénico do que
os propagulos 77 vive (borbulhas) pois a inclinagio da reta
observada para o propdgulo 77 vitro era maior (Figura la);
pode-se concluir que, para uma mesma dose de mutagénico,
a reducio do desenvolvimento seria maior para o propdgulo
in vitro. De fato, a dose GR 30 calculada, para os propagulos
in vitro desta variedade, foi de 13,5 Gy de raios-gama, menor
do que o calculado para as borbulhas, 33,5 Gy.

Tabela 2. Nimero de brotagées regeneradas por explante (dados observados e ajustados pelas respectivas equagoes de regressio linear) e
porcentagem de explantes responsivos, com avaliagio 60 dias apds o tratamento mutagénico de segmentos de epicétilo iz vitro com diversas

doses de raios-gama

Dose Fremont Thomas

0b.() Aj.() 0b.() Aj.()
Gy N. % N.°
0 0,24 0,2 10,6 0,40 a 03 22,2
10 0,11 0,1 8,6 0,26 a 0,3 15,2
20 0,03 0,1 3,0 0,11 a 0,2 8,5
30 0,06 0,1 6,1 0,28 a 0,2 15,2
40 0,00 0,0 0,0 0,13 a 0,1 6,4
50 0,03 0,0 3,0 0,04 a 0,1 22
Teste F(®) 1,6ns 2,3*
CV. (%) 225 320

Murcott Limao Cravo
0b.(') Aj.() 0b.() Aj.()
N.° % N.° %
0,60 a 0,6 333 0,89 a 1,2 52,9
0,45 ab 0,5 27,3 1,16 a 1,0 63,3
0,42 ab 0,4 15,2 1,14 a 0,8 535
0,15 ab 0,3 59 0,56 b 0,7 21,8
0,23 ab 0,2 12,9 0,48 b 0,5 17,0
0,03 b 0,0 3,0 0,23 b 0,3 8,6
2,7 * 17,3 **
38,1 42,8

(") Valores observados, médias seguidas da mesma letra na coluna nio apresentam diferencas significativas pelo teste de Tukey a 0,05 de probabilidade. (?) Valores ajustados pelas
respectivas equagoes de regressao linear dos dados: Fremont y =-0,004x + 0,17 (R?=0,68); Thomas y =-0,006x + 0,35 (R?=0,66); Murcott y =-0,01x + 0,58 (R?=0,90) e Limao
Cravo y =-0,02x + 1,17 (R?=0,70). (%) * e ** significativos ao nivel de 0,05 ¢ 0,01 de probabilidade respectivamente, pelo teste F ns= nao significativo.
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Para a variedade “Thomas’ foi possivel notar que as
diferencas, apesar de significativas, foram bem meno-
res entre as equagoes de regressdo linear dos segmentos
de epicétilo in vitro e das borbulhas (i vive). Na figura
1b, pode-se observar que os dois tipos de propdgulos tém
respostas muito préximas em fungio das diversas doses de
mutagénico, o que pode ser demonstrado pelas doses de
GR 30 calculadas, que foram de 18,0 ¢ 19,9 Gy para os
propégulos in vitro e in vivo respectivamente. O mesmo
pode ser observado para o tangor ‘Murcott’ cujas doses de

GR 30 calculadas foram de 16,2 ¢ 16,3 Gy de raios-gama

—_
o
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Figura 1. Equag6es de regressaolinear dos dados de desenvolvimento
de propdgulos in vivo (borbulhas) e i vitro (segmentos de epicétilo)
de trés variedades de citros. Os dados foram ajustados para a mesma
escala, com valores relativos em relagio ao maior valor considerados
como 100%. (a) Tangerina ‘Fremont’; (b) Tangerina “Thomas’ e (c)
Tangor ‘Murcott’.

para segmentos de epicétilo e borbulhas respectivamente
(Figura 1¢).

As principais conclusées observadas foram as de
que as diversas doses de radiagao aplicadas nas borbu-
lhas causaram redugodes crescentes na altura das brota-
¢oes desenvolvidas, mas sem causar diferencas entre trés
variedades. No entanto, quando utilizada em propdgulos
in vitro (segmentos de epicétilo) a radiacio causou redu-
¢do significativa somente no tangor ‘Murcott’ e no limio
‘Cravo’. De maneira geral, a radiossensibilidade foi muito
semelhante entre espécies e variedades quando utilizado o
mesmo tipo de propdgulo. O mesmo foi observado quan-
do os dois tipos de propdgulos (segmentos de epicétilo e
borbulhas) foram comparados para a mesma espécie. A
excessao foi observada na tangerina ‘Fremont’ com maior
sensibilidade nos segmentos de epicétilo do que nas

borbulhas.
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