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Resumo:

Para induzir variabilidade genética os calos de Cereus foram irradiados com 10, 20,
30, 40, 50 e 60 Gy de Cobalto®® (Co®®) no Laboratério de Melhoramento de Plantas
do Centro de Energia Nuclear na Agricultura - CENA / USP. O objetivo deste estudo
foi selecionar setores de calos de Cereus peruvianus tratados com diferentes doses
desenvolvendo diferentes linhagens que possam ser mutantes. Apés 12 subcultivos
os calos sobreviventes (tratados com 20, 30 e 40 Gy) foram avaliados quanto a
producdo de massa e a proliferagdo celular apés 30 e 60 dias de subcultivo.
Observou-se que a taxa de proliferacdo celular e o crescimento nao foram afetados
sob a acéo destas trés doses de Cobalto®.

Introducao

A familia Cactaceae é nativa do continente americano e compreende mais de
2.000 espécies distribuidas principalmente na regido centro-norte do México até o
sudoeste dos Estados Unidos, na Ecorregidao do Deserto de Chihuahuan (CDE), e a
zona arida e semiarida do sudoeste andino, incluindo partes do Peru, Chile e
Argentina. O leste do Brasil, regido da América Central e parte do sudeste do México
também possuem grande diversidade de cactos, com cerca de 587 espécies, sendo
o terceiro maior centro (Hunt, 2016). Na subfamilia Cactoideae, tribo Cereeae,
encontra-se o género Cereus, que ocorre desde o México até a Argentina, sendo o
Brasil o centro de diversidade. O numero de espécies descritas para o género
Cereus no Brasil é de 16 e oito foram descritas como endémicas (Zappi et al., 2020).
O género Cereus apresenta rica diversidade de compostos bioativos como
alcaléides, acidos organicos, polissacarideos, acidos fendlicos, flavondides,
proteinas e enzimas identificadas como potentes catalisadores biolégicos. Nos
ultimos anos, tem ocorrido um crescente interesse por estudos de fitoquimicos
presentes em cladddios de varios géneros da familia Cactaceae (Dutra et al., 2019).
O desenvolvimento de linhagens que possam produzir diferentes compostos de
interesse em concentracdes diferentes deve representar um avanco biotecnoldgico
para o género Cereus. As mutagbes tém sido utilizadas para gerar varios recursos
genéticos vegetais, a maior vantagem consiste na capacidade de melhorar
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caracteristicas especificas na variedade escolhida. O melhoramento genético por
mutacéo é simples e de facil aplicacdo. O raio gama € uma radiacao ionizante que
causa variagdo na estrutura cromossémica proporcional & dose da radiacao do feixe
de ions, e as mais comuns que ocorrem na estrutura cromossdémica sao inversoes e
delecbes. O raio gama é a radiacdo ionizante mais amplamente utilizada,
corresponde a 63% das variedades mutantes registradas desenvolvidas usando um
mutagénico fisico (Joint FAO / IAEA) (Hase et al., 2020). O isolamento e analise de
mutantes sdo as ferramentas mais diretas e poderosas para identificar as funcdes
genéticas.

O objetivo deste estudo foi irradiar calos de Cereus peruvianus com raios gama,
utilizando doses de 10, 20, 30, 40, 50 e 60 Gy de Cobalto-60 (Co®). Realizar
subculturas com repiques mensais e selecionar setores destes calos que
sobreviveram aos tratamentos desenvolvendo linhagens, avaliar a taxa de
proliferacdo celular e obtencdo de massa por 30 e 60 dias obtendo massa suficiente
para futuros estudos moleculares e quimicos.

Materiais e Métodos

Os calos de Cereus peruvianus tem sido mantida por mais de 30 anos em
meio MS contendo vitaminas B5, 0,8% de agar, 3% de sacarose, 10% de agua de
coco e suplementado com 4 mg/L de 2,4-D e 4 mg/L de cinetina (kin), mantidos em
32 + 1°C e fotoperiodo de 16 horas, com 15 m?s™ de intensidade luminosa (Oliveira
et al., 1995). Para este experimento foram preparadas placas contendo o mesmo
meio de cultura utilizado para a manutencdo dos calos, em cada placa foram
acondicionados sete calos, para cada tratamento foram preparadas cinco repeticoes.
As placas contendo os calos foram levadas ao Laboratério de Melhoramento de
Plantas do Centro de Energia Nuclear na Agricultura - CENA / USP e irradiadas em
15 de outubro de 2020 com as diferentes doses no irradiador de raios gama
Gammacell 220. Os calos foram irradiados com 10, 20, 30, 40, 50 e 60 Gy de
Cobalto® e avaliados mensalmente, os setores sobreviventes foram transferidos
para meio fresco, procedimento necessario para o desenvolvimento e manutencao
das respectivas linhagens. Este procedimento foi essencial para a manutengcao das
linhagens irradiadas com Co®® e para a producdo de massa suficiente para futuras
analises. Apos 12 subcultivos, sete calos de cada tratamento sobrevivente (20, 30 e
40 Gy), foram acondicionados em placas de petri contendo o meio normal de
crescimento, cada tratamento foi realizado com cinco repeticdes. Foram realizadas
pesagens com 30 dias, e apos este periodo os calos foram transferidos sem repique
para uma placa contendo meio fresco. Apds mais 30 dias os calos foram novamente
pesados. Os pesos frescos dos calos foram avaliados por 30 e 60 dias. Também foi
avaliada a taxa de proliferacao celular utilizando a férmula:
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Onde:
P F = Peso fresco dos calos proliferados P | = Peso fresco Inicial dos calos
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Até o momento foram selecionados os setores sobreviventes dos calos com

diferentes tratamentos com Co® desenvolvendo linhagens que possam ser
mutantes. ApOs varias etapas de repiques, que estdo sendo realizados desde 15
de outubro de 2020, os tecidos de calo de cada tratamento se tornaram
homogéneos e sdo estabelecidas linhagens. Nenhum mutante morfoldgico foi
observado para os tratamentos realizados. Os calos estdo se mantendo verdes e
com as mesmas caracteristicas morfologicas dos calos néo irradiados com cobalto
60 (Figura 02).
Os calos irradiados com 10, 50 e 60 Gy de Co® se tornaram marrons e n&o
sobreviveram ap06s serem irradiados ou ao longo do periodo de subcultivo (Figura
01 C e D). Os materiais irradiados com 20, 30 e 40 Gy de Co® estdo sendo
repicados e subcultivados mensalmente em meio fresco (Figura 01 A e B; Figura
02). O tratamento com cobalto para as trés doses que mantém as células
proliferantes ndo afetou significativamente o crescimento dos calos durante o
periodo de avaliagdo. Ao final de 60 dias de cultivo para os calos nédo tratados
(Normal) foi obtido 19,7704 g. Para os calos tratados com 20, 30 e 40 Gy de Co®,
apos 60 dias, obteve-se 22,025 g, 24,7108 g e 18,704 g respectivamente (Figura
03). A taxa de proliferacao celular foi avaliada, sendo que a maior taxa foi verificada
para os calos irradiados com 30 Gy de Co®, para este tratamento observou-se
511,1% de proliferacdo e a menor taxa foi observada para os calos tratados com 40
Gy de Co®, para este tratamento a taxa de proliferacdo foi de 365,7%. Para 0s
calos néo irradiados a taxa de proliferacao foi 454,5% e para os irradiados com 20
Gy de Co® foi de 446,9%.

Figura 01. Calos apés serem irradiados com 20, 30, 50 e 60 Gy de Co®. Calos submetidos a 20 e 30
Gy de Co® com aspecto de calo normal (A e B). Calos irradiados com 50 e 60 Gy de Co®® e com
aspecto de necrose (C e D).
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Figura 02. Calos irradiados com 30 e 40 Gy de co® gue estdo sendo repicados e subcultivados
mensalmente em meio de cultura MS fresco.
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Figura 03. Crescimento dos calos em gramas avaliados apés 30 e 60 dias de subcultivo em meio MS.
Calos n&o tratados (Normal) (A). Calos tratados com 20 Gy de Co® (B). Calos tratados com 30 Gy de
co® (C). Calos tratados com 40 Gy de Co® (D).
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Conclusodes

A irradiacdo com 10, 20, 30, 40, 50 e 60 Gy de Cobalto®® é importante para
promover mutacées. Os calos irradiados com 10, 50 e 60 Gy de Co® se tornaram
marrons e nao sobreviveram apods serem irradiados. As demais doses nao
interferiram no crescimento dos calos, e foram obtidas massas suficientes para
posteriores analises quimicas e moleculares.
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