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REGENERACAO DE PLANTAS APOS FUSAO DE PROTOPLASTOS
DE TANGELO ‘PAGE’ E TORANJA ‘LAU TAU"!

DAYSE CRISTINA DE CARVALHO?, FRANCISCO DE ASSIS ALVES MOURAO FILHO?,
BEATRIZ MADALENA JANUZZI MENDES*, CARLOS ROBERTO DE CARVALHO?

RESUMO - Buscou-se a hibridag@o somatica entre tangelo ‘Page’ e toranja ‘Lau Tau’ visando a produgio de porta-enxerto semelhante
a laranja-azeda, por esta espécie ser considerada um provavel hibrido entre C. reticulata e C. grandis. Apds isolamento, fusdo e
cultivo de protoplastos, obtiveram-se brota¢des que foram enxertadas in vifro, em laranja ‘Hamlin’. Dezessete plantas foram aclimatizadas
em casa de vegetacdo. A analise de citometria de fluxo confirmou a constituicdo diploide dessas plantas. Marcadores moleculares
RAPD das plantas regeneradas apresentaram padréo de bandas similar ao de tangelo ‘Page’. Entretanto, todas as plantas apresentaram
conformacao fenotipica diferente dos genitores.

Termos para indexacio: citros, cultura de tecidos, hibrida¢ao somatica, porta-enxerto, melhoramento genético.

PLANT REGENERATION AFTER PROTOPLAST FUSION OF
‘PAGE’ TANGELO AND ‘LAU TAU’ PUMMELO

ABSTRACT - This work aimed to produce somatic hybrid between ‘Page’ tangelo and ‘Lau Tau’ pummelo in an attempt to regenerate
a similar rootstock to sour orange, because this species is considered a probable hybrid between C. reticulata and C. grandis. After
protoplast isolation, fusion and culture regenerated shoots were in vitro grafted on ‘Hamlin’ sweet orange. Seventeen plants were
acclimatized in a greenhouse. Citometric flow analyses revealed that all plants are diploid. RAPD molecular markers of regenerated
plants had the same pattern as compared to ‘Page’ tangelo. However, all plants had phenotypic traits different from both genitors.

Index terms: citrus, genetic improvement, rootstock, somatic hybridization, tissue culture.

INTRODUCAO

Hibridos interespecificos de citros podem ser obtidos via
cruzamentos controlados, mas com limita¢des, devido a aspectos
da biologia reprodutiva do género, como o longo periodo de
juvenilidade, presenca de embrides nucelares, incompatibilidade
e esterilidade sexual, alta heterozigose (Grosser & Gmitter Junior,
1990). A utilizagdo de ferramentas biotecnoldgicas podem auxiliar
na superacdo destas limita¢cdes do melhoramento genético
convencional, contribuindo, assim, para o desenvolvimento de
novas cultivares. Uma destas técnicas € a hibridagdo somatica, a
partir da qual podem ser produzidos hibridos interespecificos,
buscando combinar caracteristicas desejaveis dos genitores em
uma mesma planta (Grosser & Gmitter Junior, 2005).

Os porta-enxertos de citros oriundos da hibridagdo
somatica tém levado a ganhos significativos na qualidade dos
frutos e na produgdo de sementes, além de redugéo do porte das
plantas. Verificou-se também que o hibrido somatico laranja-azeda
+ limdo ‘Cravo’ tem demonstrado tolerancia ao virus da tristeza
dos citros (CTV) (Grosser & Chandler, 2003).

Protoplastos derivados de folhas de citros ndo tém
potencial embriogénico ¢ ndo sofrem morfogénese nas
condigdes-padrao de cultivo (Grosser & Gmitter Junior, 1990).

Entretanto, muitas plantas dipldides, morfologicamente idénticas
ao genitor, cujos protoplastos sdo de origem foliar, foram
regeneradas apos fusdes simétricas interespecificas entre
espécies diploides. Analises destas plantas com base em
marcadores moleculares tém indicado que as mesmas sio hibridos
aloplasmicos ou cibridos, apresentando genoma nuclear do
genitor ndo-embriogénico e 0 mtDNA do genitor embriogénico
(Moreira et al., 2000; Liu et al., 2002).

Até recentemente, o valor agronomico dos cibridos de
citros era pouco conhecido, pois caracteristicas horticulturais
importantes, associadas com genomas de organelas, ainda ndo
haviam sido identificadas (Grosser et al., 2000); no entanto, a
avaliagdo de cibridos de tangerinas e laranjas-doces no campo
tem mostrado variagdo significativa em caracteristicas
agronOmicas importantes, incluindo a época de matura¢do do
fruto e contetido de sementes, indicando que a cibridizacdo ¢
uma fonte potencial de variagdo genética para o melhoramento
de variedades de citros (Grosser & Gmitter Junior, 2005).

Buscou-se, neste trabalho, a hibridagdo somatica entre
tangelo ‘Page’ e toranja ‘Lau Tau’ visando a produgdo de porta-
enxerto semelhante a laranja-azeda, por esta espécie ser
considerada um hibrido provavel entre C. reticulata ¢ C. grandis
(Nicolosi et al., 2000).
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MATERIAL E METODOS

Isolamento, fusdo e cultivo de protoplastos e regeneragdo de
plantas

Protoplastos de tangelo ‘Page’ (C. reticulata x C.
paradisi) foram isolados de suspensdes celulares derivadas de
calos embriogénicos, cultivadas em meio de cultura EME ou H +
H, no escuro, a 27 °C (Grosser & Gmitter Junior, 1990). Protoplastos
de “seedling” de toranja ‘Lau Tau’ (Citrus grandis) selecionada
para a resisténcia a Phytophthora sp. (Calixto et al., 2003) foram
obtidos de folhas jovens de plantas cultivadas em casa de
vegetacdo. Procedimentos relacionados ao isolamento,
purificagdo, fusio e cultivo de protoplastos foram realizados de
acordo com protocolos anteriores (Mendes et al., 2001; Costa et
al., 2003).

A regeneracdo de plantas ocorreu por embriogénese
somatica em meio de cultura EME modificado pela adig¢do de
maltose (37 mM) (Benedito et al., 2000). Os embrides formados
foram entfo transferidos para o meio 1500 (Grosser & Gmitter
Junior, 1990). As plantulas originadas foram enxertadas in vitro
por garfagem em laranja ‘Hamlin’ (C. sinensis). As plantas obtidas
foram entdo transferidas para casa de vegetagao, sendo cultivadas
em substrato comercial.

Andlise das plantas regeneradas

Todas as plantas regeneradas foram caracterizadas
morfologicamente pela avaliacdo da espessura das folhas,
formato do limbo e peciolo foliares e colorag@o.

A determinag@o da ploidia foi realizada através da analise
de citometria de fluxo, sendo utilizado um citometro PAS II-111
Partec® equipado com lampada HBO 100W e filtros KG1,BG 38 e
CG 435. As suspensoes nucleares foram isoladas e coradas com
o tampéo do kit CyStain UV precise T-DAPI (Partec®), seguindo
as recomendagdes do fabricante. O material foi processado com
trés repeticdes e analisados pelo software FlowMax® v 2.6
(Partec®). Ndo menos que 5.000 nucleos foram analisados, e
amostras com coeficiente de variacdo (CV) acima de 5% foram
descartadas. Os histogramas gerados pelo software foram
calibrados para um parametro (SSC) e dimensionados no eixo de
X em escala linear com 10 bits.

Para a analise de marcadores moleculares do tipo RAPD,
o DNA genomico das plantas regeneradas e de seus genitores
foi extraido a partir de folhas, utilizando-se da metodologia de
Hoisington et al. (1994). A seleg@o de “primers’ polimdrficos foi
realizada a partir de uma avaliagdo dos produtos de amplificacdo
gerados pelos ‘primers’ do Kit A-1 a A-20 e AA7 (Operon
Technologies). Apds selegdo, os ‘primers’ OPA1, OPA2, OPA3,
OPA7, OPA8 ¢ OPA9 foram utilizados em rea¢des de PCR na
avaliacdo das plantas regeneradas. A reagdo da PCR, incluindo a
amplificacdo, separagdo e analise dos produtos, foi realizada de
acordo com protocolos anteriores, com, pelo menos, trés
repeticdes para cada ‘primer’ selecionado (Costa et al., 2003).

RESULTADOS E DISCUSSAO

A fusdo de protoplastos envolvendo tangelo ‘Page’ e

toranja ‘Lau Tau’ resultou na regeneracdo de 17 plantas, as quais
foram enxertadas in vitro sobre porta-enxerto laranja ‘Hamlin’,
devido ao fato de ndo terem desenvolvido sistema radicular
adequado. A combinagdo Citrus sinensis + Clausena lansium
também apresentou dificuldade na formagao de raizes, tendo-se
associado este fato a assimetria cromossdmica, a dupla carga
cromossOmica ou mesmo eliminagdo cromossomica (Fu et al.,
2003)

A analise morfoldgica das plantas resultantes da fusao de
protoplastos de tangelo ‘Page’ + toranja ‘Lau Tau’ revelou
caracteristicas completamente diferentes dos genitores, com o
apice da folha arredondado e com tamanho reduzido, além da
coloragio verde-escura, mesofilo enrugado e auséncia de peciolo
alado, caracteristica presente em ambos os genitores (Figura 1).
A morfologia dos hibridos simétricos interespecificos e
intergenéricos ¢, geralmente, intermediaria a dos genitores.
Caracteristicas, como folhas mais espessas, arredondadas,
normalmente mais escuras e com peciolo alado maior ou
intermedidrio aos parentais e glandulas de dleo aparentes na
face abaxial, podem ser comparadas com os genitores para a
comprovagdo da hibridagdo (Takami et al., 2004). Plantas com
morfologia intermedidria tém também sido derivadas de fusdes
assimétricas. A morfologia de plantas regeneradas a partir do
mesmo evento de fus@o pode ser diversa, isto ¢, cada individuo
gerado pode ser morfologicamente distinto do outro (Liu et al.,
2005).

Em citros, a selecdo de células hibridas pode ser feita pelo
cultivo em elevada concentragéo de sacarose (0,6 M) (Ohgawara
etal., 1985), em concordancia com a metodologia empregada neste
trabalho. Guo & Grosser (2005) descrevem que a maioria das
plantas regeneradas a partir de experimentos de fusdo somatica
sdo hibridos somaticos tetraploides e quando as plantas
regeneradas incluem plantas diploides semelhantes a um ou a
ambos os genitores, as que primeiro regeneram, sdo usualmente
hibridos somaticos. Isto sugere que hibridos somaticos sdo mais
vigorosos e tém maior capacidade para a embriogénese
comparada com regenerantes do genitor calo embriogénico.

Na analise por citometria de fluxo das suspensdes
nucleares obtidas das folhas, os picos de leitura da quantidade
de DNA em G, ap6s a coloragdo com DAPI, resultaram
histogramas com resolugfo suficiente para confirmar a ploidia,
revelando que as plantas regeneradas das fusdes de protoplastos
de tangelo ‘Page’+ toranja ‘Lau Tau’ tratam-se de individuos
diploides (2n=2x=18) (Figura 2). A ocorréncia de diploidia nas
plantas regeneradas e semelhanga com um dos genitores pode
indicar que as mesmas sejam um variante somaclonal da planta
doadora de protoplastos de calo embriogénico, ou de um hibrido
aloplasmico ou cibrido (Cabasson et al., 2001).

Pesquisas relacionadas a esse assunto indicam que
diversas plantas dipldides foram regeneradas apds fusdes
simétricas entre espécies diploides. Essas plantas foram
denominadas tipo genitor foliar porque eram morfologicamente
idénticas a planta doadora de protoplastos de meséfilo utilizado
na fusfo. Analises subseqiientes dessas plantas, baseadas em
marcadores moleculares, indicaram que eram hibridos
aloplasmicos ou cibridos. A maioria dessas plantas surgiu a partir
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de combinagdes interespecificas (Liu et al., 2002). Embora a
formac@o de cibridos através de hibrida¢do somatica em Citrus
pareca ocorrer somente em combinagdes de espécies dentro do
género (Moriguchi et al., 1996), plantas cibridas da combinag&o
entre Microcitrus papuana e Citrus aurantium foram obtidas
(Xuetal., 2004).

Comparado com o DNA nuclear, o modelo de heranga do
DNA mitocondrial e cloroplastidial é relativamente mais complexo.
Para cloroplastos, a transmiss@o uniparental tem sido
predominantemente detectada em muitas combinagdes, ndo
importando se sdo intergenéricas ou interespecificas. A
transmiss@o ao acaso significa que o DNA cloroplastidial pode
ser herdado tanto de protoplastos provenientes de mesoéfilo foliar,
quanto de células provenientes de calos embriogénicos. Um
exemplo deste fato ¢ descrito por Guo et al. (2004) em trés hibridos
somaticos tetrapldides de tangelo ‘Page’ e tangor ‘Murcott’,
cujas analises moleculares mostraram que dois foram idénticos a
tangor ‘Murcott’ e um igual a tangelo ‘Page’.

A andlise molecular por marcadores RAPD do genoma
total das plantas provenientes da fusdo de protoplastos de
tangelo ‘Page’ + toranja ‘Lau Tau’ indica semelhanca entre bandas
do genitor embriogénico tangelo ‘Page’ e a planta regenerada
para os ‘primers’ selecionados (Figura 1). Esses resultados
sugerem que a planta regenerada tangelo ‘Page’ + toranja ‘Lau
Tau’ se trata de um variante somaclonal de tangelo ‘Page’. A
variagdo somaclonal estd presente na maioria das espécies
estudadas e tem gerado efeito sobre inumeras caracteristicas,
sendo as principais: alteracdes de padrdo morfologico, de
pigmentacdo, de crescimento, producéo de alcaldides e mudangas
na producdo e habituagdo a auxinas e citocininas (Larkin &
Scowecroft, 1981). Ochatt & Caso (1986) verificaram que pereiras
regeneradas a partir de protoplastos diferiram de plantas-modelo
micropropagadas, tanto na morfologia das folhas como na
capacidade de enraizamento. As causas dessa instabilidade
genética é pouco entendida. Entretanto, acredita-se que a
instabilidade cromossdmica seja uma das principais causas que
induzem a variagfo na cultura de tecidos (Roux et al., 2004).

Para avaliar se a planta regenerada apresenta o genoma
nuclear de toranja ‘Lau Tau’ e o genoma mitocondrial de tangelo
‘Page’, analises moleculares mais detalhadas devem ser realizadas,
utilizando-se de marcadores do tipo RFLP (Restriction Fragment
Length Polymorphism) que requerem a hibridiza¢ao com sondas
cloroplastidiais e mitocondriais. Da mesma forma, para afirmar
que a planta regenerada se trata de um protoclone variante, uma
nova e detalhada anélise de RAPD deve ser realizada envolvendo
DNA do tangelo ‘Page’ e da planta regenerada, verificando se ha
ocorréncia de bandas polimoérficas.

CONCLUSOES

Os protocolos utilizados para isolamento, fusdo e cultura
de protoplastos, bem como para a regeneragdo e aclimatizagio
de plantas permitiram a obten¢o 17 plantas da combinagio entre
tangelo ‘Page’ e toranja ‘Lau Tau’, com morfologia diferente dos
dois genitores envolvidos.

]

FIGURA 1 - Planta regenerada tangelo ‘Page’ + toranja ‘Lau Tau’.
a) Planta mantida em casa de vegetaco; b) Analise
RAPD: Colunas 1 a3 = ‘primer’ OPA1; colunas 4 a
6 = ‘primer’ OPA2; colunas 7 a 9 = ‘primer’ OPA3;
colunas 10a 12 = ‘primer’ OPA7; colunas 13 a 15 =
‘primer’ OPAS; colunas 16 a 18 = ‘primer’ OPA9.
Colunas 1,4,7, 10 e 13 =tangelo ‘Page’; colunas 2,
5, 8, 11 ¢ 16 = Planta regenerada ‘Page’ + ‘Lau
Tau’. Colunas 3, 6,9, 12 e 15 =toranja ‘Lau Tau’. L
= Ladder 1 kb; ¢) Morfologia foliar: tangelo ‘Page’
(esquerda), planta regenerada ‘Page’ + ‘Lau Tau’
(centro) e toranja ‘Lau Tau’ (direita).
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FIGURA 2 - Histogramas obtidos das analises por citometria de
fluxo. Padrdo diploide toranja ‘Lau Tau’ (esquerda).
Tangelo ‘Page’ + toranja ‘Lau Tau (direita).
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