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RESUMO

Estudou-se a viabilidade de protoplastos de laranja ‘Péra’ (Citrus sinensis Osbeck),
submetidos a diferentes doses de radiagdio gama, com a finalidade de determinar a
dose letal (DL) 50 - dose que causa 50% de letalidade. Empregou-se a analise por
fluorescéncia, utilizando-se o corante diacetato de fluoresceina (DAF): suas dilui¢es
testadas - 1:30; 1:100 e 1:150 - nio mostraram diferencas significativas entre si,
tendo sido possivel o uso da maior diluicdo para a determinag¢fio da viabilidade
dos protoplastos. A viabilidade mostrou-se inversamente proporcional as doses de
radiagfio gama ¢ a DL 50 foi cerca de 41 Gy. Os protoplastos ndo irradiados
apresentaram até 84% de viabilidade, quando esta foi estudada logo apés o isolamento
daqueles.

Termos de indexagio: citrus sinensis Osbeck, protoplastos, viabilidade, radiagdo
gama.

ABSTRACT

DETERMINATION OF VIABILITY OF IRRADIATED
‘PERA’ ORANGE PROTOPLASTS

The viability of ‘Pera’ orange (Citrus sinensis Osbeck) protoplasts, submitted
to differents dosages of Gamma radiation, was studied to determine the lethal dose
(DL) 50. The analysis by fluorescence was employed using Fluorescein diacetate
(FDA). The dilutions of FDA (1:50; 1:100 and 1:150) did not show any statistical
difference. Then it was possible to use the 1:150 dilution in order to determine
the protoplasts viability. The viability was inversaly proportional to Gamma radiation
and the DL 50 was about 41 Gy. The non-irradiated protoplasts had their viability
up to 84% when tested as soon after their isolation.

Index terms: citrus sinensis Osbeck, protoplasts, viability, Gamma radiation.
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1. INTRODUCAO

A mutagénese em protoplastos constitui o
unico sistema em que o tratamento mutagénico
pode ser aplicado em uma populagio relativamente
sincronizada, de células isoladas e genecticamente
homogéncas, onde existe alta probabilidade de
obtencdo de mutantes ndo quiméricos (Negrutiu
et al., 1984). Segundo Szabados (1991), para
o isolamento de mutantes, ¢ necessaria grande
quantidade de protoplastos vidveis que devem
ter a capacidade de se dividir ¢ regenerar plantas.

O estudo da viabilidade apés o isolamento
e tratamento mutagénico tem grande importincia
-na determinacido da densidade de plagqueamento
a ser utilizada no cultivo de protoplastos, uma
vez que essa varidvel tem influéncia nos seus
processos de divisdo ¢ diferenciagio (Nagata
& Takebe, 1971; Vardi et al., 1975; Kobayashi
et al., 1985).

A viabilidade dos protoplastos pode ser deter-
minada apds sua purificagdo com a wutilizagcdo
de corantes como: Evans blue (Kanai & Edwards,
1973); fenolsafranina (Karantine & Scott, 1981);
azul-de-metileno (Hooley, 1982) e diacetato de
fluoresceina (DAF) (Widholm, 1972; Larkin, 1976;
Burger & Hackett, 1982).

O DAF, bastante empregado em testes de
viabilidade, é um composto nio fluorescente,
apolar e bastante permedvel através da membrana
plasmatica. Apos absorgdo, as esterases presentes
no citoplasma dos protoplastos vidveis hidrolisam
essa substincia, liberando a fluoresceina. Tal
composto € fluorescente, polar, € ndo s€ movimenta
"com facilidade através do plasmalema, acumu-
lando-se no citoplasma da célula viva (Larkin,
1976). Mediante microscopia de fluorescéncia,
a viabilidade pode ser detectada.

O objetivo do presente trabalho ¢ estudar
a viabilidade de protoplastos irradiados e ndo
irradiados, isolados de calos nucelares embrio-
génicos de laranja ‘Péra’ (Citrus sinensis Osbeck)
¢ determinar a DL 50. Essa determinagio ¢€
importante, pois ¢ adotada como parimetro para
a cscolha das doses de radiacfio gama a serem
utilizadas em futuros trabalhos de indugdo de
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mutagdes em protoplastos de laranja ‘Péra’. No
teste de viabilidade, utilizou-se o corante DAF.

2. MATERIAL E METODOS

2.1 Isolamento dos protoplastos

Protoplastos do cultivar Péra foram isolados
a partir de calos embriogénicos, utilizando-se
o meio de maceragdo composto de mctade da
concentracdo dos macronutrientes do meio de
Murashige & Tucker (1969), celulase "Onozuka"
R-10 (3,076%), Macerozyne R-10 (0,306%), ma-
nitol (0,32 mol.L'I) e sacarose (0,33 mol.L'l).

. Foram inoculados 500 mg de calo/10 ml
do meio de maceragdo em placas de Petri com
9 cm de didmetro. A digest3o enzimdtica ocorreu
no escuro, a temperatura de 27 + 1°C, a 25
rpm de agitacdo em agitador rotatério, por dez
horas.

Apé6s o periodo de incubagdo, a suspensdo
de protoplastos foi filtrada em peneiras com
tcla de nailon com poros de 30 e 25 um, ¢
o filtrado contendo protoplastos foi centrifugado
a 1.000 rpm durante cinco minutos.

Depois da centrifugacio, o sobrenadante foi
descartado ¢ aos protoplastos precipitados acres-
centaram-se 10 ml do meio de lavagem, constituido
dos sais minerais e vitaminas do meio de Mura-
shige & Tucker (1969), manitol (0,32 molLL™))
e sacarose (0,33 mol.L'l).

Os protoplastos foram ressuspensos cuida-
dosamente com pipeta de Pasteur ¢ novamente
centrifugados. Essa operagido foi repetida por
mais duas vezes.

2.2 Estudo da viabilidade

Na avaliagdo do numero de protoplastos
vidveis ap6s o isolamento, utilizou-se o método
de coloragido com diacetato de fluoresceina, des-
crito por Widholm (1972).

Estudou-se¢ o efeito de trés diluigdes do
DAF em meio de lavagem: 1:50; 1:100 ¢ 1:150.
A solugdo estoque de DAF foi preparada com
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5 mg de DAF/mililitro de acctona € armazenada
a 0°C no escuro. Uma aliquota de 1 ml do
corante diluido foi adicionada a outra de igual
volume da suspensdo de protoplastos. Decorridos
cinco minutos, realizou-se a contagem dos pro-
toplastos vidveis pela microscopia de fluores-
céncia. Trés repetigbes foram feitas para cada
diluicdo do corante, realizando-se, para cada amos-
tra, uma contagem do nimero de protoplastos
com auxilio da cidmara de Neubauer.

2.3 Estudo de doses de irradiagie

No ensaio de doses de radiagdo gama cm
protoplastos, utilizou-se como fonte de raios gama
o irradiador (60Co) do Centro de Energia Nuclear
na Agricultura (CENA)/USP. As doscs estudadas
foram 0, 15, 30, 45 e 60 Gy, a uma taxa de
dose de 970 Gy/hora.

Apds a primeira lavagem da suspensdo dc
protoplastos, aliquotas de 2,5 ml da suspensdo
foram transferidas para tubos de ensaio ¢ irradiadas
com as doses escolhidas. Trés repeticdes foram
efetuadas para cada tratamento.

Depois de irradiados, os protoplastos foram
lavados por mais duas vezes ¢ ressuspensos cm
2,5 ml de meio de lavagem, ficando a amostra
com uma concentragdo final de 2 x 10° proto-
plastos/mililitro. Apoés uma incubacgdo de 24 horas
no escuro e sob temperatura de 24 1°C, deter-
minou-se a viabilidade dos protoplastos por meio
da técnica descrita no item 2.2.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Estudo de viabilidade

Os resultados do quadro 1 mostram que as
porcentagens de viabilidade obtidas logo apos a
purificagio dos protoplastos estdo dentro da faixa
(79,5 a 89,5) observada por Goldman (1988), quc
utilizou o corante azul-de-metileno para a avaliagao.

As respostas as dilui¢des utilizadas ndo dife-
riram significativamente entre si pclo teste de
Tukey ao nivel de 5%, podendo-se, portanto, utilizar
a diluicdo de 1:150 do DAF.

Burger & Hackett (1982) obtiveram, mediante
uso de DAF, 20% de protoplastos vidveis apos
13 dias do isolamento, coincidindo com a efi-
ciéncia de plaqueamento (outra forma de avaliar
a viabilidade dos protoplastos) depois de 20
dias de cultivo. Isso mostra que o DAF ¢ um
indicador confiavel da viabilidade dos proto-
plastos.

Quadro 1. Rendimento(l) ¢ viabilidade de pro-
toplastos em diferentes diluigdes de DAF

Diluigédo Rendimento Prot.o'pla‘stos Yiabi—
viavels lidade
n°/ml %

1:50 1,10 x 10° 0,89 x 10° 81,4
1:100 1,05 x 10° 0,85 x 10° 80,7
1:150 1,06 x 10° 0,89 x 10° 84,0

(‘) Numero de protoplastos isolados/mililitro.

3.2 Radiossensibilidade dos protoplastos analisada
com DAF

O quadro 2 mostra os resultados obtidos
apds a cxposicdo dos protoplastos a diferentes
doses de radiagdo gama ¢ a figura 1, a curva
de sobrevivéncia dos protoplastos em relagdo
a4 testcmunha.

Pelo quadro 2, verifica-se que a viabilidade
dos protoplastos foi inversamente proporcional as
doses de radiacdo gama.

Quadro 2. Viabilidade dos protoplastos subme-
tidos a diferentes doses de radiagdo gama

Doses (Gy) Protoplastos viaveis (1) Viabilidade
n°/ml %
0 6,35 x 10%a 64,8
15 5,96 x 10%ab 61,5
30 3,92 x 10%ab 38,0
45 3,36 x 10%ab 30,8
60 2,08 x 10% 20,8

(l) Médias seguidas pelas mesmas letras nio diferem signifi-
cativamente pelo teste de Tukey ao nivel de 5%.
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Figura 1. Representagdo da porcentagem de viabilidade
de protoplastos em diferentes doses de radiagdo gama,
em relagdo a testemunha.

O valor da DL 50 nas condigdes em que
o experimento foi realizado situa-sc ao redor
de 41 Gy, dose maior que os valores de 34
e 37,5 Gy encontrados por Vardi et al. (1975)
para o cultivar Shamouti ¢ por Goldman (1988)
para ‘Péra’. Assim, as doses possiveis de utilizar
em futuros trabalhos com indu¢do de mutagdes
situam-se entre 35 ¢ 45 Gy.

As diferengas podem ser devidas aos distintos
métodos usados na avaliagdo da viabilidade ¢
aos gendtipos das plantas estudadas, uma vez
que o gendtipo € um dos fatores que influem
na sensibilidade a radiagdo. No presente trabalho,
os protoplastos foram irradiados logo em seguida,
enquanto os autores acima citados o fizeram
42 horas apds o isolamento. Segundo Galun &
Raveh (1975), que trabalharam com protoplastos
de Nicotiana, ocorre um aumento abrupto na
radiossensibilidade dos protoplastos irradiados
apés um ou dois dias de isolados em relagio
a irradiagdo logo apdés o isolamento.

Apesar dos diferentes métodos empregados,
constatou-se que as respostas 3 irradiacdo foram
bastante proximas, embora uma pequena redugdo
na radiossensibilidade tenha sido observada no
presente estudo, quando comparada aos resultados
de Vardi et al. (1975) ¢ Goldman (1988).
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