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ISOLAMENTO E EFICIENCIA DE PLAQUEAMENTO DE
PROTOPLASTOS DE CITROS!

MARIA ANGELICA PEREIRA DE CARVALHO COSTA?; FRANCISCO DE ASSIS ALVES
MOURAO FILHO®; BEATRIZ MADALENA JANUZZI MENDES*

RESUMO - Asrecentesferramentas biotecnol 6gicas parao melhoramentoin vitro de citrosincluem ahibridacgo somética por fusdo
de protoplastos. A otimizacdo dos protocol os deisolamento, plagueamento e culturade protopl astos, fundamental paramaior eficién-
cia na produgdo de hibridos sométicos, foi avaliada em 11 variedades citricas. As solugdes enziméticas testadas foram: 1. celulase
OnozukaRS, 1%; macerase R-10, 1%, pectoliase Y -23, 0,2%; 2. celulase OnozukaR-10, 0,2 %; macerase R-10, 0,3%; driselase, 0,1%; 3.
celulase Onozuka R-10, 1%; macerase R-10, 0,2%; driselase, 0,1%. O plaqueamento dos protopl astos foi realizado em meio de cultura
EME 0,7 M, nasdensidadesde 2 x 10% 5 x 10% 10°%; 2x 10° e 3x 10° protoplastos.mL*, no escuro, a25 + 1°C. A solucgdo enzimétical
possibilitou melhor rendimento no isolamento de protoplastos para a maioria das variedades, exceto para o liméo-* Cravo’, onde o
melhor rendimento foi obtido na solucéo enzimética 3, e para as laranjas-doces ‘ Valéncia e ‘ Succari’, que apresentaram maiores
rendimentos na solucéo enzimética2. A eficiénciafinal de plagueamento, avaliadaaos 90 dias de cultivo, foi superior nas densidades
de 10° e 2 x 10° protoplastos.mL?, para todas as variedades. O desenvolvimento de embriBes sométicos foi observado em todas as
variedades, exceto paratangor ‘ Murcote'.

Termosparaindexacdo: Citrus, hibridagéo somética, melhoramento genético, protoplasto

ISOLATION AND PLATTING EFFICIENCY OF CITRUS PROTOPLASTS

ABSTRACT - Recent biotechnological toolsfor citrusimprovement include somatic hybridization by protoplast fusion. The optimiza-
tion of protoplast isolation, platting and culture, essential for hybrid regeneration, wasevaluated in 11 citrusvarieties. The enzymatic
solutionstested were: 1. cellulase Onozuka RS, 1%; macerozyme R-10, 1%, pectoliase Y -23, 0.2%; 2. celullase OnozukaR-10, 0.2 %;
macerozyme R-10, 0.3%; drisdase, 0.1%; 3. celulase Onozuka R-10, 1%; macerase R-10, 0.2%; driselase, 0.1%. Protoplastswere cultured
inEMEO0.7 M at densitiesof 2x 10% 5x 10% 10°%; 2x 10° e 3x 10° protoplasts.mL™?, indarkness, at 25 + 1°C. The enzymatic solution 1
resulted in better protoplast isolation for most of the varieties studied, except for Rangpur lime, which presented higher isolation
efficiency on enzymatic solution 3, and for ‘Valencia and ‘ Succari’ sweet oranges, with better results were obtained on enzymatic
solution 3. Final platting efficiency, evaluated 90 days after culture, was higher at the densities of 10° e 2 x 10° protoplasts.mL?, for all
varieties. Somatic embryogenesiswas observed for all varieties, except for ‘Murcott’ tangor.

I ndex terms: citrus, protoplast, somatic hybridization, variety improvement

INTRODUCAO

Programas de melhoramento de citros vém sendo de-
senvolvidos desde o século passado (Davies & Albrigo, 1994);
entretanto, os métodos convencionais que utilizam ahibridacéo
sexual, tém apresentado pouco sucesso (Vardi et al., 1982). Isto
ocorre devido a aspectos da biologia reprodutiva dos citros,
como alta heterozigose, esterilidade do gréo de pdlen e évulo,
incompatibilidade sexual, poliembrionianucelar e juvenilidade
(Vardi eta., 1975; Ling et al., 1989, Grosser & Gmitter Junior,
1990a).

A partir dadécada de oitenta, com 0 avanco das técni-
cas de biotecnologia, a hibridacdo somatica pela fusdo de
protoplastos também passou a ser utilizada em programas de

melhoramento de citros, superando as barreiras genéticas im-
postas a hibridagdo sexual, possibilitando a obtencdo de
alotetrapl 6ides, os quais combinam o genoma nuclear de ambos
osparentais (Grosser & Gmitter Junior, 19904).

Para o estabel ecimento de um programade hibridacéo
somética, € necessario desenvolver um protocol o deisolamento
e cultivo de protoplastos in vitro, com regeneracdo de plantas.
Protoplastos de citros tém sido obtidos de tecido foliar
(Kobayashi et a., 1991; Saito et a., 1993) edecalosecélulasem
suspensao (Oliveira,1993), sendo estes 0s responsaveis pela
regeneracdo de plantas, utilizando-se de solugdes enzimaticas
constituidas de celulase e pectoliase (Carneiro et al.., 1998), dis-
solvidas em metade das concentragdes dos macronutrientes do
meio MT (Murashige & Tucker, 1969), sais minerais de CPW
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(Frearson et al., 1973) ou em acido 2- [N-morfolino]-
etanossulfonico (MES) e NaH,PO, (Grosser & Gmitter Junior,
1990h).

O primeiroisolamento de protoplastosde citrosfoi rela-
tado por Vardi et al. (1975), utilizando acv. * Shamouti’ de Citrus
sinensis. Vérios sdo os protocol os de i solamento de protopl astos
de citros existentes naliteratura, como os descritos por Vardi et
al. (1987), Kobayashi et a. (1983) e Grosser & Gmitter Janior
(1990a). Embora algumas generalizacdes para obtencdo de
protoplastos possam ser feitas, as condicles necessarias parao
isolamento podem variar de espécie paraespécie e até mesmo de
variedade paravariedade.

No que serefere ao cultivo de protoplastos, adensida
de de plagueamento bem como amolaridade do meio de cultivo
constituem-se os principais fatores da eficiéncia final de
plaqueamento, definida como a porcentagem de protoplastos
plagueados que dividiram e formaram microcaloscom 1-2 mmde
didmetro (Ochatt & Power, 1992), com potencial deregeneracéo
de plantas.

A eficiénciade plagueamento de protoplastostem sido
baixa, atingindo val ores menores que 1% em algumas espécies
(Banks & Evans, 1976). Em trabal hos com protopl astos decitros,
aeficiénciadeplaqueamentotem sidode 3,6 a9,0% (Vardi et al .,
1975) ede 0 a 35% (Grosser & Gmitter Junior, 1990b), e cada
espécie possui uma densidade minima de plaqueamento abaixo
daqual ndo ocorrem divisdes celulares (Carneiro et al., 1998).

Destaforma, estetrabalho teve como objetivo avaliar o
efeito de trés solucdes enzimaticas no isolamento de
protoplastos, bem como o efeito de diferentes densidades de
cultivo naeficiénciafinal de plagueamento para 11 variedades
citricas.

MATERIAL E METODOS

Cultivo de calos embriogénicos. Calosembriogénicosdaslaran-
jas-*ValénciaRhode Red', ‘ Ruby Blood', ‘ Péra cv. 158, ‘Natal’,
‘Valéncia e‘Succari’ (Citrus sinensis L. Osbeck); tangerinas-
‘Cledpatra (Citrusreshni Hort. ex Tanaka), ‘ Sunki’ (Citrussunki

Hort. ex Tanaka); limdo-‘ Cravo’ (Citrus limonia L. Osbeck) e
‘Kinnow’ (Citrusnobilisx Citrusdeliciosa); etangor- Murcote

(Citrusreticulata x Citrus sinensis) obtidasdo cultivo detecido
nucelar, mantidosem meio deculturaM T (Murashige& Tucker,
1969), modificado pelaadicdo de 500 mg.L* de extrato de malte,
em ausénciadeluz, atemperaturade 27 + 1°C, foram utilizados
para isolamento de protoplastos. A cultura de calos
embriogénicos apresentou idade de aproximadamente 3 anos,
com subcultivos a cada 4 semanas.

| solamento de protoplastos em funcgdo da solucdo enzimatica:

Foram utilizadastrés solugbesenziméticas. 1. Grosser & Chandler
(1987), composta de 1% celulase Onozuka RS (Yakult), 1%
macerase R-10 (Yakult Honsha) e 0,2% pectoliase Y -23 (Seishin);
dissolvidas em solugéo de 0,7 M manitol, 24,5 mM CaCl..H,O;
0,92 mM NaH,PO, e 6,15 mM de é&cido 2-[N-morfoling]-
etanossulfénico (MES) (Grosser & Gmitter Junior, 1990a), utili-
zando-se de 2 mL desta solugéo por 500 mg decalo, diluidoem 2
mL de meio de cultura BH3 0,7 M (Mourdo Filho, 1995); 2.
K obayashi et al. (1983), constituida de 0,2 % celulase Onozuka
R-10, 0,3% de macerozyme R-10 e 0,1% driselase (Kyowa), dis-

solvidas em solugdo com metade dos macroelementos do meio
deculturaMT 0,7 M demanitol, pH 5,7, utilizando-sede 5 mL
desta solucdo por 500 mg decalo, e 3. Ochatt et al. (1987), com-
posta por: 1% celulase Onozuka R-10; 0,2% macerase R-10 e
0,1% driselase, dissolvidasem CPW 13 M (Freason et al., 1973)
com5mM MES, pH 5,6, utilizando-se de 10 mL dasolug&o por
500 mg decalo. Assoluglesenziméticas foram esterilizadas por

meio defiltrag8o (0,22 mm). A incubagéo foi realizada por um
periodo de 10 horas, sob agitacao orbital de 40 rpm, em auséncia
de luz, a temperatura de 27 °C. Ap0s digestdo enzimética, os
protoplastosforam purificados em gradiente de sacarose-manitol

ediluidosem 5 mL do meio de culturaBH3 0,7 M. A avaliacdo
dosresultadosfoi realizada com auxilio de hemocitdmetro, de-

terminando-se o rendimento de protoplastos por peso fresco de
calo embriogénico utilizado. O delineamento experimental utili-
zado foi inteiramente casualizado em esquemafatorial 3x 3x 11,

sendo cada repeti cao constituida por uma placade Petri com 500
mg de calo.

Densidades de plagueamento no cultivo de protoplastos:

Protoplastos purificados foram cultivados em cinco densidades
2x10%;5x10% 10°; 2x 10°e 3x 1(° protoplastos.mLt, emmeiode
culturaEME 0,7 M em ausénciadeluz, a25 + 1°C (Grosser &

Gmitter Junior, 1990a). Aos 30 diasde cultivo, iniciou-searedu-
¢do dapressdo osmética, adicionando-se 10 a 12 gotasdo meio
decultural:1:1(v:viv), 1 patedeBH30,6 M, 1 partede EME 0,6
M e 1 parte de EME 0,146 M, transferindo-se a cultura para
baixa iluminacdo. Em subcultivos posteriores (a cada 20 a 30
dias), quando a cultura de protoplastos ja estava mais vigorosa,
formando microcal os, adicionaram-se as microcol 6nias 0 meio
de cultura 1:2 (v:v), o qual é composto por 1 parte do meio de
culturaBH3 0,6 M e 2 partesde EME 0,146 M. Aos 90 diasde
cultivo, foi avaliado o nimero de microcalos com 1-2 mm de
didmetro, transferindo-os paraplacade Petri (100x 15 mm), con-
tendo o meio de cultura semi-solido EME suplementado com 25
0.L* desacarose, aqual foi divididaem 8 campos, parafacilitar a
contagem das col6nias. O delineamento experimental utilizado
foi o inteiramente casualizado, com 3 repeticles, sendo cada
repeti¢do constituida por uma placa deisolamento.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Verificou-se influéncia da variedade e da solucéo
enzimética no isolamento de protoplastos (Tabela 1). Essesre-
sultadosjaforam constatados por Mendes-da-Gléria (1998), Oli-
veiraet d. (1994) eLatado (1998). Estas diferencasestéo relacio-
nadas com caracteristicasinerentes a parede celular, que, embo-
ra seus constituintes basi cos sejam 0s mesmos, sua composi cao
podevariar muito entre asespécies (Carneiro et al ., 1998).

A comparacdo dos efeitos promovidos pelas trés solu-
¢Oes enziméticas permite concluir que a solucéo descrita por
Grosser & Chandler (1987) foi amaiseficiente no isolamento de
protoplastos de calos, em que diversas variedades estudadas
apresentaram bons resultados. O uso das solucfes enziméticas
descritaspor Ochatt et . (1987) e Kobayashi et al. (1983) resul-
taram em suspensdo de protoplastos com muitas impurezas e
com baixo rendimento (niimero de protoplastos.g decalo), mes-
mo em variedades responsivas em trabal hos anteriores, taiscomo,
aslaranjas-‘Natd’, ' Ruby Blood' e*VaénciaRohde Red'. O rom-
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pimento damembranaplasméticapermitealiberacdo de compos-
tos fendlicos, que promovem a sintese anormal da parede celu-
lar, atraso nas divisdes e até morte das células, prejudicando,
portanto, o cultivo de protoplastos integros (Evans & Bravo,
1983).

Quanto a densidade de plaqueamento, verificou-se a
formagao de um maior nimero de microcol nias nas densidades
de 10° e 2 x 10° protoplastos.mL™, o que pode ser constatado
pelacficiénciade plaqueamento, aqual variou de 6% (tangerina-
‘Kinnow’) a 8,5% (tangerina-‘Sunki’) e de 7,2% (tangor-
‘Murcote’) a9,8% (tangerina-* Cledpatra’ ), respectivamente (Fi-
gura 1). Estes resultados se encontram dentro dos limites cita-
dospor Grosser & Gmitter Junior (1990b), quevariam de0 a35%,
epor Vardi eta. (1975), queencontraram variagbesde 3,6 a9,0%.

A eficiénciade plaqueamento foi muito baixanas densi-
dades de plagueamento de 2 x 10* e 5 x 10* protoplastos.mL*
(Figural). Segundo Evans & Bravo (1983), para cada espécie,
existe umadensi dade minimade plagueamento naqual n&o ocor-
re divisdo celular. Por outro lado, o incremento na densidade
para 3 x 10° protopl astos.mL*ndo mostrou comportamento line-
ar. As pouquissimas col 6nias desenvolvidas cessaram o cresci-
mento e, conseqiientemente, morreram aos 90 diasapdsoinicio
do cultivo. Resultados semelhantes foram obtidos por Vardi et
al. (1975), trabalhando com protoplastosdalaranja-* Shamouti’,
na densidade de 4 x 10° protoplatos.mL 1. Em altas densidades,
fenbmenos de absorcdo e excrecdo dos protoplastos podem
modificar profundamente o meio decultura(Carneiro et al., 1998),
ocorrendo acimul o de substénciastéxicasem niveisletais(Shain,
1985).

ApoGs 5 a 8 semanas de cultivo, ocorreu formagdo de
embrides somaéti cos, espontaneamente, em a gumas col Onias de-
senvolvidas nas densidades de plaqueamento de 10° e 2 x 10°. A
resposta embriogénicavariou entre as variedades estudadas (Ta-
bela 2). Os maiores niimeros de embrides sométicos foram obti-
dos em laranjas-doces (‘ Ruby Blood', ‘Rohde Red’, ‘Natal’,

‘Vaéncia). N&o foi observada a ocorréncia de embriogénese
sométicaem tangor-‘ Murcote' . O efeito dacultivar na capacida
deregenerativafoi relatado por outros autores (M endes-da-Gl 6-
ria, 1998; Benedito et a., 2000; Tomaz et al., 2001). Possivelmente,
estas diferentes respostas estéo relacionadas com caracteristi-
casinerentes a composi¢cao da parede celular que, emboraconte-
nha os mesmos constituintes basi cos, pode apresentar composi-
cdo diferenciada(Carneiro et d., 1998).

A histodiferenciacdo dos embrifes sométicos de laran-
ja-doce ocorreu de maneiraregular, tendo sido visualizados em-
brides somaticos em diferentes estadios de desenvolvimento
(globular, torpedo e cotiledonar). Estas diferentes fases de de-
senvolvimento foram relatadas por Kunitake & Mii (1995) em
laranja-* Valéncia , apdstransferénciade embrides sométicosem
estadio globular parameio enriquecido com giberelina, e por Perez
et al. (1998) em véarias cultivares decitros.

Quanto as variedades de tangerinas, apenas a tangeri-
na-‘ Cledpatra’ apresentou desenvolvimento dos embrides
sométicos passando pel os estédios acima mencionados. No en-
tanto, alguns embrifes anormai s foram observados. Os embrides
sométicos formados nas variedades ‘ Kinnow’ e Sunki’ perma-
neceram em estadio globular.

Os embrides sométicos desenvolvidos em calos de li-
mao-‘ Cravo’ encontraram-se em estadio globular e partes deles
com estruturamulticotiledonar. Resultado semelhantefoi relata-
do por Tomaz et a. (2001) ao estudarem a histodiferenciacéo de
embriBes de citrosin vitro.

Estudos envolvendo a regeneracdo de plantas via
embriogénese sométicain vitro tém relacionado abaixa conver-
sd80 em plantas com as anormalidades observadas nos embribes
sométicos. Dentre as alteragdes dos embrides sométicos obser-
vadas por diversos autores, estas variam principalmenteem rela
¢do amorfologiado meristemaapical caulinar e dos cotilédones
(Passoset al., 1999; Fernando, 1999).

TABELA 1 - NUmero deprotoplastos.g* de calo, em 11 variedades citricas conforme solugdo enzimética.

Solugbes enzimaticas

Variedades 1. Grosser & Chandler (1987) 2. Kobayashi et al., 3. Ochatt et al.,
(1983) (1987)
Numero de protoplastos. g* de calo
Tangerina-' Cleépatra’ 4.69 x 10%aA 2.08 x 10%aC 2.78 x 10%aB
Tangerina-‘Kinnow’ 7.03 x 10°bA 1.81 x 10%°aC 5.59 x 10°bB
Tangerina-* Sunki’ 10.88 x 10°cA 3.51 x 10°bC 5.16 x 10°bB
Laranja-‘Ruby Blood’ 17.72 x 10°dA 4.88 x 10°cC 10.8 x 10°cB
Laranja-'V. Rohde Red’ 10.85 x 10°cA 2.86 x 10°aC 4.9 x 10°dB
Laranja-‘Péra’ cv. 158 7.06 x 10°bA 2.69 x 10°aC 4.8 x 10°dB
Laranja-‘Natal’ 14.83 x 10°eA 3.17 x 10°bC 4.9 x 10°dB
Laranja-‘Succari’ 4.99 x 10° aA 6.87 x 10°dC 1.65 x 10°eB
Laranja-‘Valéncia’ cv. 63 19.31 x 10%fA 22.95 x10%eC 20.99 x 10°fB

Limao-‘Cravo’

Tangor-‘M urcote’

22.68 x 105gA
21.11 x 10°gA

19.24 x10°%fC
15.18 x10°gC

23.68 x 10°fB
19 .0 x 105fB

Ccv

0.940

0.940

0.940

Médias com a mesma letra minascula na coluna e mailscula na linha ndo diferem entre si (Tukey 0,01)
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TABELA 2 - Indug&o daembriogénese somética (niimero de embrides. placade Petrit) naslinhagensde calo de 11 variedades citricas
em func&o da densidade de plaqueamento (30 dias de cultivo).

Densidades de plagueamento

Variedades 2 x 10* 5x 10° 10° 2x10°
NUmero de embrides. placa de Petri!

Tangerina-‘ Clebpatra’ 0 19 27 11
Tangerina-* Kinnow’ 0 11 19 8
Tangerina-‘ Sunki’ 0 10 24

Laranja-‘Ruby Blood’ 0 32 45 15
Laranja-‘Valéncia Rohde Red’ 0 30 48 18
Laranja-‘Péra’ cv. 158 0 18 36 10
Laranja-‘Natal’ 0 19 34
Laranja-‘Succari’ 0 10 36 6
Laranja-‘Valéncia' cv. 63 0 35 46 19
Lim&o-‘Cravo’ 0 10 22
Tangor-‘Murcote’ 0 0 0 0
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FIGURA 1 - Eficiénciade plaqueamento (%), em funcéo daden-
sidade de cultivo (nimero de protoplastos.mL?),
em 11 variedades citricas.

CONCLUSDES

1. O rendimento de protoplastos é influenciando pelavariedade
e composi ¢do da solugdo enzimatica.

2. A eficiénciafina de plaqueamento variou em funcéo dadensi-
dade de cultivo dos protoplastos.

3. As melhores taxas de divisdo celular e, conseglientemente,
formacéo de coldnias ocorreram nas densidades de plaqueamento
de 10°e2x 10° protoplastos.mL ™.

4. A intensidade da embriogénese somética foi dependente da
variedade estudada, variando em funcéo da densidade de
plagueamento.
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