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RESUMO

FUSAO DE PROTOPLASTOS VISANDO A RECONSTRUGAO DA LARANJA AZEDA

O objetivo deste trabalho foi aplicar a técnica de fusdo quimica de protoplastos
para desenvolver hibridos somaticos interespecificos entre tangerinas (Citrus reticulata)
e toranjas (Citrus grandis), visando a obteng¢ao de porta-enxertos semelhantes a laranja
azeda Citrus aurantium). Como fonte de protoplastos foram utilizadas suspensoes
celulares embriogénicas de tangelo ‘Page’ (C. reticulata x C. paradisi) e tangor
‘Murcote’ (C. reticulata x C. sinensis) e folhas jovens de seedlings de toranjas ‘Lau Tau’
e ‘Ogami’ (Citrus grandis). Apds a fuséo os protoplastos foram cultivados sob auséncia
de luz, até a formacao de microcolénias, que foram entdo cultivadas em meio de
cultura EME em dupla-fase, suplementado com 13,33 g/L de maltose para a indugéo da
embriogénese. Os embrides globulares formados foram transferidos para meio EME
com 25 g/L de sacarose e quando em estadio cotiledonar foram transferidos para meio
de cultura suplementado com 1,5 g/L de extrato de malte. As brotagdes obtidas foram
enxertadas in vitro sobre laranja ‘Hamlin’ e ‘Valéncia’. As plantas obtidas foram levadas
para casa de vegetacdo e cultivadas em substrato comercial. As 17 plantas
regeneradas de tangelo ‘Page’ + toranja ‘Lau Tau’ apresentaram conformacgao
fenotipica adversa aos genitores, com folhas de tamanho reduzido, apice arredondado,
coloragao verde escura, mesofilo enrugado e auséncia de peciolo alado. A analise de
citometria de fluxo confirmou o carater dipldide das plantas regeneradas. Marcadores
moleculares RAPD apresentaram padrao de bandas similar entre a planta regenerada e
o genitor tangelo ‘Page’. O protocolo utilizado para isolamento, fusdo e cultura de
protoplastos, bem como para a regeneragido e aclimatizacdo de plantas permitiram a
obtengcdo 17 plantas da combinagdo entre tangelo ‘Page’ e toranja ‘Lau Tau’ com
conformacgéo fenotipica diferente dos genitores, duas plantas da combinagao entre
tangor ‘Murcote’ e toranja ‘Ogami’ e uma planta da combinag&o entre tangor ‘Murcote’ e
toranja ‘Lau Tau’.

Palavras-chave: citros, cultura de tecidos, hibridacdo somatica, porta-enxerto,
melhoramento genético



ABSTRACT

PROTOPLAST FUSION AIMING THE RECONSTRUCTION OF SOUR ORANGE

The aim of this work was to apply the technique of chemical fusion of protoplasts,
in order to develop interspecific somatic hybrids between mandarins (Citrus reticulata)
and pummelos (Citrus grandis), in order to produce similar to sour orange (Citrus
aurantium). The sources for protoplasts were embryogenic suspension cultures of
‘Page’ tangelo (C. reticulata x C. paradisi) and ‘Murcott’ tangor (C. reticulata x C.
sinensis) and young leaves from seedlings of ‘Lau Tau’ and ‘Ogami’ pummelos (Citrus
grandis). After the fusion, the protoplasts were cultivated in the absence of light, until the
formation of microcolonies, and were then cultivated in double-phase EME medium,
supplemented with 13.33 g/L of maltose for embryogenesis induction. The globular
embryos thus formed were transferred to EME medium with 25 g/L of sucrose and,
when in cotyledonal stage, were transferred to a culture medium supplemented with 1.5
g/L of malt extract. The shoots obtained were grafted in vitro onto ‘Hamlin’ and
‘Valencia’ sweet oranges. The regenerated plants were cultivated in a greenhouse, over
commercial substrate. In this process, 17 plants were obtained. These plants presented
phenotypic conformation different from the genitors, with leaves with reduced size,
round apex, dark green coloration, rough leaf blade and absence of developed petiole.
The analysis by flow cytometry confirmed the diploid character of the regenerated
plants. RAPD molecular markers presented a similar band pattern between the
regenerated specimen and the genitor ‘Page’ tangelo. The protocol used for isolation,
hybridization and cultivation of protoplasts, as well as for the regeneration and
acclimatization of the plants allowed the obtainment of 17 plants from the combination
of ‘Page’ tangelo + ‘Lau Tau’ pummelo, with phenotypic conformation different from the
genitors, two plants from the combination of ‘Murcott’ tangor + ‘Ogami’ pummelo and
one plant from the combination of Murcote’ tangor + ‘Lau Tau’ pummelo.

Key words: citrus, tissue culture, somatic hybridization, rootstock, genetic improvement
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1 INTRODUGAO

O Brasil € um dos trés maiores produtores mundiais de frutas, com uma
producao que supera 34 milhdes de toneladas. A base agricola da cadeia produtiva das
frutas abrange 2,3 milhdes de hectares, gerando seis milhées de empregos diretos e
um PIB agricola de US$ 12,3 bilhdes. Este setor demanda mao-de-obra intensiva e
qualificada, fixando o homem no campo, permitindo um faturamento bruto de R$ 1.000
a R$ 20.000 por hectare. Além disso, para cada 10.000 doélares investidos em
fruticultura, geram-se trés empregos diretos permanentes e dois empregos indiretos
(IBRAF, 2006).

Neste contexto, a citricultura constitui importante segmento na estrutura socio-
econdmica do Brasil, podendo ser caracterizada como uma das mais tipicas atividades
agro-industriais do pais, movimentando mais de um bilhdo de ddlares por ano. A
producado brasileira de laranjas, em 2005, foi de aproximadamente 20 milhdes de
toneladas (FAO, 2006), tendo o Estado de S&o Paulo participado com mais de 2/3 da
producdo do pais, 0 que correspondeu a 79,5% da producao total de laranja (FNP
CONSULTORIA & COMERCIO, 2005).

Embora a citricultura brasileira seja lider no ranking mundial, a produtividade dos
pomares € considerada baixa em comparagdo com outros paises. Isto se deve
principalmente a ocorréncia de problemas fitossanitarios e a auséncia de maior numero
de variedades copa e porta-enxerto com caracteristicas horticulturais desejaveis,
incluindo a resisténcia a doencgas. Dentre os varios fatores que afetam a produtividade,
aqueles relacionados a doengas como o cancro citrico, Phytophthora, clorose
variegada do citros (CVC) e tristeza (CTV) s&o os mais relevantes. Outros problemas
que afetam o rendimento dos pomares nao s6 no Brasil, mas também em varios outros
paises incluem o declinio (CB) e fatores abiéticos como o estresse hidrico (COSTA,;
MENDES; MOURAO FILHO, 2003).

A incidéncia e a severidade das doengas em citros causadas por Phytophthora
spp. tém aumentado muito nos ultimos anos, constituindo-se em um dos principais
problemas da cultura ndo sé no Brasil como em varios outros paises produtores

(MEDINA FILHO et al., 2003). Devido a importancia econbémica e ocorréncia
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praticamente universal da gomose e da podridao das raizes, muitas investigagdes tém
sido conduzidas no sentido de avaliar porta-enxertos quanto a resisténcia a
Phytophthora spp. O uso de porta-enxertos resistentes ou tolerantes constitui-se na
principal forma de controle da doenga (MEDINA FILHO et al., 2003).

Durante os ultimos 70 anos, o virus da tristeza tem sido o fator bidtico mais
severo que afetou a citricultura, destruindo muitos pomares citricos estabelecidos com
porta-enxertos intolerantes, como a laranja azeda [Citrus aurantium (L.)] (OLIVARES-
FUSTER et al., 2003; GROSSER; GMITTER JUNIOR, 2005). O CTV encontra-se
disseminado por quase todas as regides citricolas do globo, causando sintomas tipicos
como diminuicdo do crescimento, declinio na producgao, colapso do floema, podridao
das radicelas e, em muitos casos, a subsequente morte da planta (BORDIGNON et al.,
2003). A complexidade das inter-relagbes porta-enxerto/enxerto, a variabilidade
genética do virus (CTV), a severidade dos sintomas e os prejuizos econdémicos
relacionados a sua ocorréncia demandam intensa investigagdo cientifica (LI et al.,
1990).

Diversos estudos indicam que muitas caracteristicas importantes da combinacao
copa/porta-enxerto sdo influenciadas pelo porta-enxerto (GROSSER; GMITTER
JUNIOR, 1990a). O primeiro e mais importante porta-enxerto de citrus no mundo foi a
laranja azeda, devido a sua habilidade de produzir frutos de elevada qualidade,
apresentar boa afinidade com a maioria das variedades copa, apresentar maior
longevidade, resisténcia a gomose, tolerancia a baixas temperaturas e a salinidade e
aos virdides do exocorte e xiliporose, tolerancia ao declinio dos citros, além de
apresentar desenvolvimento adequado em solos variados (GROSSER; CHANDLER,
2003; GROSSER et al., 2004; GROSSER; GMITTER JUNIOR, 2005; HUTCHISON,
1977). Porém, devido a sua intolerancia ao CTV, foi substituida pelo liméo ‘Cravo’
(Citrus limonia Osbeck), constituindo-se atualmente no principal porta-enxerto da
citricultura brasileira, representando cerca de 80% dos plantios (MEDINA FILHO et al.,
2003; MENDES et al., 2001).

Atualmente, os porta-enxertos alternativos testados como substitutos da laranja
azeda tem provado ser inadequados por varias razdes incluindo a falta de adaptacao,

baixa qualidade dos frutos, problemas horticulturais ou suscetibilidade a outras
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doencas. Com base no exposto, o desenvolvimento de um porta-enxerto alternativo
que tenha uma performance similar a laranja azeda, mas que seja tolerante ao CTV é
imperativo (GROSSER et al., 2004).

Analises com marcadores moleculares mostraram que a laranja azeda é
provavelmente um hibrido de toranja com tangerina (NICOLOSI et al., 2000).
Considerando a genética do porta-enxerto, € improvavel que a laranja azeda original
tenha sido sintetizada a partir dos melhores parentais (GROSSER; GMITTER JUNIOR,
2005). Com base no exposto, pode-se hipotetizar que hibridos de porta-enxertos
superiores podem ser produzidos pela combinagcdo de parentais de toranjas (Citrus

grandis) e tangerinas (Citrus reticulata).

Hibridos interespecificos de citros podem ser obtidos via cruzamentos
controlados, mas com limitagdes, devido a aspectos da biologia reprodutiva do género,
como o longo periodo de juvenilidade, presenga de embrides nucelares (poliembrionia),
incompatibilidade e esterilidade sexual, alta heterozigose, além do pouco conhecimento
sobre a herangca de muitas caracteristicas de interesse agronémico (GROSSER,;
GMITTER JUNIOR, 1990). Neste sentido, um caminho alternativo é a utilizacdo de
ferramentas biotecnolégicas que auxiliem a superagdo destas barreiras do
melhoramento genético convencional, contribuindo assim, para o desenvolvimento de
variedades melhoradas, aproveitando a grande variabilidade genética disponivel
(MOURAO FILHO, 1996). Uma destas técnicas é a hibridacdo somatica, a partir da
qual podem ser produzidos hibridos interespecificos, cujo objetivo & combinar
caracteristicas desejaveis dos genitores em uma mesma planta. (GROSSER, 1993;
GROSSER et al., 2004).

O objetivo deste trabalho foi aplicar a técnica de fusdo quimica de protoplastos
para desenvolver hibridos somaticos interespecificos entre tangerinas (Citrus reticulata)
e toranjas (Citrus grandis), visando a obtenc¢ao de porta-enxertos semelhantes a laranja

azeda.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Aspectos filogenéticos do género Citrus

A familia Rutaceae compreende 33 géneros, trés deles com importancia
comercial: Citrus, Fortunella e Poncirus, sendo nativos do continente asiatico
(SWINGLE; REECE, 1967). O género Citrus pertence a tribo Citreae, subfamilia
Aurantioideae, familia Rutaceae, e é originario das regides tropicais e subtropicais do
sudeste asiatico, com ramos filogenéticos que se estendem do centro da China ao
Japdo, e do leste da india a Nova Guiné, Australia e Africa Tropical (SOOST;
CAMERON, 1975; SWINGLE; REECE, 1967; CALABRESE, 1992). A taxonomia e
filogenia dos Citrus é considerada complexa, devido a compatibilidade sexual entre o
género Citrus e géneros correlatos, a elevada freqiéncia de mutagdes de gemas e a
extensa histéria de cultivo e ampla dispersdo (NICOLOSI et al, 2000).

Estudos anteriores sobre a relagdo entre géneros e espécies eram baseados
apenas em caracteristicas morfologicas. Numerosos sistemas de classificagdo foram
formulados, dentre os quais o de SWINGLE (1943) e TANAKA (1977), que apesar de
serem 0s mais aceitos atualmente, apresentam muitos conceitos discordantes, dentre
eles o numero de espécies, onde o ultimo descreve 169, enquanto que o primeiro
apenas 16.

Analises filogenéticas posteriores sugeriram que existam apenas trés espécies
verdadeiras dentro das espécies cultivadas de Citrus: as tangerinas (C. reticulata), as
toranjas (C. grandis) e a cidra (c. medica). Os demais gendtipos teriam sido derivados
de hibridagdes entre estas espécies (BARRETT; RHODES, 1976; SCORA, 1975). Mais
recentemente, este conceito tem ganhado suporte de alguns estudos utilizando
marcadores moleculares e bioquimicos, incluindo isoenzimas, analise do genoma de
organelas e microssatélites (NICOLOSI et al., 2000)

O género Citrus é representado por plantas de porte médio (arbustivo/arboreo),
com flores brancas e aromaticas e frutos contendo vesiculas preenchidas por suco de
grande interesse comercial (ARAUJO et al., 2005). O nimero basico de cromossomos

é x = 9, sendo que a condigdo mais frequente do género Citrus € a diploidia (2n = 2x =
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18), mas também podem ocorrer casos de polipldides, como a lima acida Tahiti (2n =
3x = 27). As espécies do género Citrus reproduzem-se sexuadamente, por meio de
autopolinizacdo e polinizacdo cruzada, e assexuadamente, por apomixia nucelar
(MACHADO et al., 2005).

2.2 Importancia econémica do género Citrus

A citricultura brasileira apresenta numeros expressivos que traduzem a grande
importancia econémica e social que a atividade tem para a economia do pais. A laranja
representa 49% de toda a producgéo brasileira de frutas, sendo que a area plantada
esta ao redor de um milhdo de hectares e a producgao de frutas supera 20 milhdes de
toneladas, a maior no mundo ha alguns anos. O pais € o maior exportador de suco
concentrado congelado de laranja cujo valor das exportagdes, juntamente com as de
outros derivados, tem gerado cerca de 1,5 bilhdo de ddlares anuais. O setor citricola
brasileiro somente no Estado de Sdo Paulo, onde se concentram 77% dos pomares,
gera mais de 500 mil empregos diretos e indiretos. Se constitui na segunda atividade
rural em importancia nesse estado, sendo superada apenas pela cana-de-agucar.
(AZEVEDO, 2003; FAO, 2006; FUNDECITRUS, 2006).

Apesar da importancia econbmica e da extensa area cultivada, a produtividade
média dos pomares Paulistas ainda é muito baixa, ao redor de 20 toneladas por
hectare. Varios fatores explicam os motivos da baixa produtividade, como a existéncia
de pomares que ainda nao atingiram plena produgao ou encontram-se com producao
marginal, espagamento muito largo, falta de tratamentos fitossanitarios, adubacéo e
correcao de acidez do solo improprias, incidéncia de doencas e praticas culturais
inadequadas (TERSI; RIGOLIN, 2000).

Além da baixa produtividade, a vulnerabilidade da citricultura paulista se deve
também a predominancia da combinagdo laranja ‘Péra’ sobre limdo ‘Cravo’ na
formacao dos pomares, indicando a necessidade de um programa de diversificagao de
variedades. Além disso, as variedades utilizadas n&o sdo as mais adaptadas as
condicbes de cultivo existentes, conforme se constata pelo periodo de vida util

relativamente baixo dos pomares, em torno de 15 a 18 anos, enquanto que em regides
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produtoras como o Mediterraneo e Japao, esse periodo pode ultrapassar os 60 anos
(SOARES FILHO, 2000).

2.3 Importancia da utilizagao de porta-enxertos na citricultura

O carater perene da cultura do citros coloca fundamental importancia na escolha
da muda, que se constitui no insumo mais importante na formacéo de um pomar. As
principais caracteristicas da muda citrica sdo a origem do enxerto e do porta-enxerto, a
qualidade do sistema radicular e a sua sanidade. Os porta-enxertos sao capazes de
influenciar varias caracteristicas horticulturais e sanitarias as variedades copa, tais
como a concentracdo de sodlidos soluveis totais, tamanho da copa e do fruto,
precocidade de producdo, produtividade, época de maturacdo e peso dos frutos,
coloragédo da casca, resisténcia a moléstias e ao frio, distribuicdo do sistema radicular,
dentre outras (WUTSCHER, 1991; POMPEU JUNIOR, 1991; SCHAFER; BASTIANEL;
DORNELLES, 2001; ANDRADE; MARTINS, 2003).

A utilizacdo de porta-enxertos de citros no Brasil comegou no inicio do século
XX, quando a citricultura brasileira alcangou expressao comercial, tendo como porta-
enxerto mais utilizado a laranja ‘Caipira’ (Citrus sinensis). Por ser pouco resistente a
gomose € a seca, entretanto, a laranja ‘Caipira’ foi sendo substituida pela laranja azeda
(Citrus aurantium), que passou a ser o porta-enxerto mais utilizado no mundo
(POMPEU JUNIOR, 1991), dada a sua excelente performance agronémica, com
producao de frutos de alta qualidade, elevada produtividade e resisténcia ao declinio e
a Phytophthora sp. Todavia, a intolerancia deste porta-enxerto ao virus da tristeza
praticamente dizimou a citricultura brasileira na década de 40, forcando sua
substituicdo por outro, com caracteristicas horticulturais menos desejaveis, mas com
maior tolerancia ao CTV (POMPEU JUNIOR, 1991; OLIVARES-FUSTER et al., 2003;
GROSSER; GMITTER JUNIOR, 2005). Apés a década de 60, o limoeiro 'Cravo' (Citrus
limonia Osbeck) passou a liderar a preferéncia dos citricultores, atingindo cerca de 80%
das mudas produzidas. Embora possua caracteristicas favoraveis, como a tolerancia ao
virus da tristeza e a seca, este porta-enxerto apresenta algumas limitagdes ao seu uso,

como a susceptibilidade ao ‘declinio dos citros’, a gomose e, mais recentemente, a
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Morte Subita do citros. Essa situacao favoreceu, a partir da década de 70, a utilizagao
de porta-enxertos alternativos como a tangerina 'Cledpatra’, tangerina 'Sunki', limao
'Volkameriano', Trifoliata e seus hibridos (GROSSER; GMITTER JUNIOR, 1990a;
CARLOS; STUCHI; DONADIO, 1997; GROSSER et al., 1998; MENDES et al., 2001;
POMPEU JUNIOR, 2002; FUNDECITRUS, 2006).

A histéria da citricultura vem mostrando a importancia da diversificacado de porta-
enxertos, além da necessidade de cultivares porta-enxerto melhorados. A utilizacao
generalizada de um unico porta-enxerto para todos as cultivares copa provavelmente
nao atende as caracteristicas peculiares de cada cultivar, impedindo que a planta,
mesmo recebendo os tratos culturais adequados, manifeste todo seu potencial
produtivo (POMPEU JUNIOR et al., 1986; OLIVEIRA et al., 2002).

O conhecimento das peculiaridades inerentes a cada variedade porta-enxerto e
a racional utilizagdo destas caracteristicas permite incrementos na produtividade. A
escolha do porta-enxerto a ser utilizado é uma fase de grande importancia no
planejamento de um pomar de citros. Essa escolha devera levar em conta também o
local de instalagdo do pomar, clima, solo, cultivar copa € o manejo a ser adotado, ja
que nao existe um porta-enxerto considerado completo em suas caracteristicas
horticulturais (MOURAO FILHO; MENDES; DONADIO, 2002).

2.4 Melhoramento de porta-enxertos de citros

Diversos estudos indicam que muitas caracteristicas importantes da combinacao
copal/porta-enxerto sdo influenciadas exclusivamente pelo porta-enxerto (GROSSER;
GMITTER JUNIOR, 1990a). Os programas de melhoramento de cultivares porta-
enxerto ddo énfase a tolerancia ou resisténcia a doengas como gomose de
Phytophthora, CTV, declinio e nematdides, a fatores abidticos tais como baixa
temperatura, salinidade, estresse hidrico e encharcamento, além de caracteristicas
horticulturais como vigor e tamanho de copa, qualidade dos frutos e produtividade
(MOURAO FILHO, 1996).

No entanto, ndo ha um porta-enxerto citrico usado atualmente que n&o

apresente alguma limitagcdo quanto a suas caracteristicas horticulturais, incluindo a
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resisténcia a doengas. O emprego da diversificagdo de porta-enxertos na citricultura
permite a obtencdo de inUmeros ganhos, sendo necessarias novas pesquisas com
énfase no melhoramento genético (MENDES et al., 2001; PIO et al., 2002; FORNER;
FORNER-GINER, 2002; GROSSER; CHANDLER, 2003).

Porta-enxertos com caracteristicas desejaveis devem ser de facil propagacéo,
compativeis com a variedade copa sobre ele enxertada e induzir boa producao e
qualidade de frutos, bem como conferir vigor reduzido as plantas para facilitar o
planejamento e condugdo dos pomares adensados. Deve apresentar resisténcia a
pragas e doengas das raizes, adaptacdo as condigdes de solo e clima da area onde
sera empregado, grande quantidade de sementes e alta taxa de poliembrionia
(POMPEU JUNIOR, 1991; CARLOS; STUCHI, DONADIO, 1997).

O objetivo da maioria dos programas de melhoramento de porta-enxertos é
agrupar as caracteristicas de resisténcia a fatores adversos, sejam eles bidticos ou
abioticos combinados com uma ampla adaptacgéo e elevada produtividade (GROSSER;
GMITTER JUNIOR, 2005).

2.4.1 Objetivos e dificuldades do melhoramento tradicional

Inicialmente, a sele¢do de novas variedades de citros era realizada por
cruzamentos controlados entre plantas compativeis, de acordo com as técnicas de
melhoramento tradicionais. Entretanto, estas técnicas tém apresentado limitagdes na
obtencdo de novas variedades porta-enxerto e copa, devido a descontinuidade nos
programas estabelecidos e a fatores bioldgicos caracteristicos da espécie, como por
exemplo, longos ciclos de reprodugéo, juvenilidade, poliembrionia nucelar (apomixia),
elevada heterozigose, auto e interincompatibilidade e poliploidia. Como consequéncia,
as variedades desenvolvidas para a citricultura mundial, neste ultimo século, tém sido
originadas a partir de selegcao de seedlings obtidos por cruzamentos naturais e por
mutantes espontaneos de gemas originados de cultivares ja existentes (SOOST;
CAMERON, 1975; SPIEGEL-ROY; VARDI, 1984; GROSSER; GMITTER JUNIOR; HU,
1990; GMITTER JUNIOR; GROSSER; MOORE, 1992; MENDES et al, 2002;
NAVARRO et al., 2004).
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A apomixia ou embrionia nucelar representa um dos maiores obstaculos para
programas de melhoramento via hibridizagdo sexual em citros. Os embrides nucelares
competem com o embrido zigdtico por espago e nutrientes nas sementes em
desenvolvimento resultando, freqientemente, na perda do embrido zigdtico. Além
disso, ha dificuldade na identificagdo de embrides zigoticos, que precisam ser
identificados e separados dos clones oriundos dos embrides nucelares, pois esses
ultimos representam clones maternos (MEDINA FILHO et al., 1991; CRISTOFANI;
MACHADO; GRATTAPAGLIA, 1999).

Os programas de melhoramento em citros s&o prejudicados também pelo longo
periodo juvenil, onde muitas espécies podem levar mais de cinco anos até a primeira
producao (SOOST; CAMERON, 1975). Esta caracteristica implica ainda na presenca
de plantas com grande quantidade de espinhos, crescimento vigoroso, resultando em
plantas com porte excessivo, dificultando a avaliagdo das progénies hibridas
(GROSSER; GMITTER JUNIOR, 1990a).

A poliploidia é bastante comum em citros e € um dos fatores que interferem na
complexa transmisséo de caracteres. O numero basico de nove cromossomos aparece
em algumas variedades, ndo somente multiplicado por dois, mas também em maior
numero, como ocorre com as formas tetraploides e triploides (CRISTOFANI;
MACHADO; GRATTAPAGLIA, 1999).

Um outro problema que dificulta os trabalhos de melhoramento € a alta
heterozigose, assim como o desconhecimento do modo de heranca de caracteristicas
desejadas. Consequentemente, cruzamentos realizados entre parentais com
caracteristicas complementares frequentemente resultam em progénies com produgao
e qualidade aquém da esperada. Além disso, muitas caracteristicas importantes dos
parentais sdo segregadas e perdidas nas progénies. Em outros casos, a progénie
resultante apresenta grande perda de vigor por endogamia (BARRET; RHODES, 1976;
SWINGLE; REECE, 1967). Algumas caracteristicas de importancia econdmica para o
melhoramento dos citros, que podem ser herdadas como caracteristicas determinadas
por um unico gene, sao a resisténcia ao virus da tristeza dos citros, resisténcia aos
nematdides dos citros, embrionia nucelar e o carater folha trilobada de Poncirus
trifoliata (CRISTOFANI; MACHADO; GRATTAPAGLIA, 1999.).
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Os programas de melhoramento de variedades porta-enxerto ddo énfase a
tolerancia ou resisténcia a fatores biéticos (doengas e pragas), como: gomose, tristeza
dos citros, declinio, nematdides e a fatores abidticos tais como baixa temperatura,
salinidade, estresse hidrico e encharcamento, aluminio e alcalinidade, combinados com
uma ampla adaptagéo e elevada produtividade (MOURAO FILHO, 1996; GROSSER et
al., 2000; POMPEU JUNIOR, LARANJEIRA, BLUMER, 2002; GROSSER; CHANDLER,
2003; GROSSER; GMITTER JUNIOR, 2005). O sucesso dos programas tradicionais de
melhoramento de porta-enxertos € limitado pelas caracteristicas genéticas e
reprodutivas peculiares dos citros, como citado anteriormente. Dentro deste contexto, a
biotecnologia oferece ferramentas alternativas que podem superar muitas destas
limitacbes (NAVARRO et al., 2004).

O desenvolvimento de técnicas como a cultura de células e tecidos e a biologia
molecular tém auxiliado os melhoristas a superarem essas dificuldades.
Adicionalmente, a hibridacdo somatica através da fusdo de protoplastos e a
transformacéo genética, em associagdo com os métodos tradicionais de melhoramento,
podem contribuir significativamente na produgcdo de novas variedades com
caracteristicas desejaveis (GILL et al., 1995; MENDES et al., 2002; ALMEIDA et al.,
2003; COSTA; MENDES; MOURAO FILHO, 2003).

2.5 Gomose de Phytophthora na cultura do citros

Entre as principais doengas fungicas dos citros estdo as causadas pelo género
Phytophthora, responsavel pela mais severa doenga de solo nas plantas citricas
brasileiras (ROSSETI, 2001). A gomose de Phytophthora esta amplamente distribuida
no parque citricola mundial, causando de 10 a 30% de perda da producéo anual, desde
regides aridas até subtropicais (ERWIN; RIBEIRO, 1996; TIMMER; GARNSEY;
GRAHAM, 2000). No Brasil, os fungos agentes causais desta doenga sao Phytophthora
nicotianae Breda de Haan; sinonimia: P. parasitica Dastur e Phytophthora citrophthora
R.E. Smith e E.H. Smith, sendo P. parasitica a espécie predominante nas principais
regides produtoras (FEICHTENBERGER, 2001; SIVEIRO et al., 2002). A doencga

continua em expansdo no Estado de S&o Paulo devido a utilizagdo de mudas
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produzidas em viveiros contaminados por esses fungos (FUNDECITRUS, 2006). Nos
Estados Unidos, as perdas por incidéncia de gomose nos pomares tem gerado grandes
perdas na producdo, da ordem de 76 milhdes de ddlares anuais (STEDDOM et al.,
2002).

A laranja azeda, considerada resistente a Phytophthora spp., era o porta-enxerto
mais utilizado no Brasil até a década de quarenta quando, devido a sua intolerancia ao
CTV, foi substituida pelo limao ‘Cravo’ (Citrus limonia Osbeck), constituindo-se no
principal porta-enxerto da citricultura brasileira. O limdo ‘Cravo’ € menos tolerante a
infeccdo de Phytophthora spp., 0 que tem causado um aumento consideravel na
incidéncia e na severidade dos danos causados por esses patogenos (MEDINA FILHO
et al., 2003).

A gomose geralmente se manifesta no colo da planta. Os sintomas da infec¢ao
sdo lesbes na casca da base, raizes e nos galhos baixos, com exsudagao de goma
pelo fendilhamento da casca. A doenga pode expandir-se para as raizes principais até
20 ou 30cm abaixo do solo e para cima do troco. Pode-se observar ainda, na parte
interna da casca, uma coloragao pardacenta. Com o progresso da doenca, os tecidos
apodrecem e quando a lesado envolve toda a circunferéncia do tronco, a planta morre
rapidamente por estrangulamento devido ao ataque do cambio ou floema, o que
interrompe o fluxo descendente de seiva. Na sementeira, esses fungos causam o
“tombamento” ou “damping off”, atacando as plantulas e afetando os tecidos da regido
do colo, onde surgem lesbes deprimidas e de coloragdo escura, que crescem e
provocam a morte das plantas (DAVIES, 1988; SANTOS FILHO, 1991; PRATES;
PELEGRINETTI, 1995; FUNDECITRUS, 2006).

Devido a importancia econémica e ocorréncia praticamente universal da gomose e
da podridao das raizes, muitas investigagcdes tém sido conduzidas no sentido de avaliar
porta-enxertos de citros quanto a resisténcia a Phytophthora spp. O uso de porta-
enxertos resistentes ou tolerantes constitui-se na principal forma de controle das
doencgas causadas por Phytophthora spp., uma vez que os patdégenos sao endémicos
no solo de pomares de citros na maioria das areas citricolas do mundo (MATHERON;
WRIGHT; PORCHAS, 1998; MEDINA FILHO et al., 2004; CALIXTO et al., 2004). Em

programas de melhoramento de porta-enxertos, onde se busca associar em hibridos
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diversas caracteristicas de interesse agrond6mico como adaptabilidade edafoclimatica e
resisténcia a doencas, um dos primeiros critérios de selecdo € o nivel de resisténcia a
Phytophthora spp.(MEDINA FILHO et al., 2003).

2.6 Tristeza dos citros

O Citrus tristeza virus (CTV) é um patégeno de grande importancia econémica,
infectando praticamente todas as espécies, cultivares e hibridos e muitos géneros
relacionados de citros. O virus € limitado ao floema e pertence ao género Closterovirus,
com particulas de 10-12 nm de didmetro por 2000 nm de comprimento. Isolados do
CTV sao compostos geralmente denominados haplétipos, podendo ou n&o desenvolver
sintomas em fung¢ao das variedades copa e porta-enxerto (SOUZA et al., 2002).

Este virus, aparentemente originado na Asia, tem sido disseminado pela
movimentagdo de material contaminado, pela enxertia de borbulha e pelo pulgéo preto
dos citros (Toxoptera citricida), principal vetor do virus (AGUILAR-VILDOSO et al.,
2003). Segundo KOIZUMI (2001), a probabilidade que o virus seja transmitido pelo
afideo apos ter picado uma planta infectada chega a 70%.

No Brasil, a doencga praticamente dizimou os pomares paulistas na década de 40,
quando nove milhdes de plantas citricas cultivadas sobre porta-enxerto laranja azeda
foram perdidas, devido a intolerancia desta ultima ao CTV (MOREIRA; MOREIRA,
1991; FUNDECITRUS, 2006). Os sintomas na planta sdo variados, dependendo da
estirpe do virus e da combinagdao copa/porta-enxerto, apresentando-se com
amarelecimento das mudas, declinio rapido, declinio moderado, caneluras e mesmo
auséncia de sintomas visiveis; nesse caso, manifestam-se, em certas condicdes,
apenas como uma interrup¢ao ou diminuicdo na taxa de crescimento. Tais sintomas
podem variar conforme o ambiente, sobretudo devido a temperatura, havendo também
influéncia da constituicdo genética da copa, do porta-enxerto e da interagdo de ambos
(ROCHA-PENA et al., 1995; CARVALHO et al, 1997; KARASEV et al., 1998;
OLIVARES-FUSTER et al., 2003).

Os sintomas tipicos de tristeza, induzidos em combinacdes de citros enxertados

em laranja azeda, s&o caracterizados por folhas ligeiramente bronzeadas, de aspecto
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coriaceo e quebradicas. Em alguns casos, ocorre o amarelecimento da nervura
principal, ou entdo, amarelecimento total das folhas velhas, declinio rapido das plantas,
seca gradativa dos galhos a partir das extremidades, necrose dos tubos crivados do
porta-enxerto e podridao das radicelas. Caneluras invertidas também podem ocorrer na
face interna da casca do cavalo. Algumas vezes as plantas morrem rapidamente;
outras ficam atrofiadas e cloréticas (BENNETT; COSTA, 1949). Atualmente estes
sintomas ndo sao encontrados no Brasil devido ao desuso da laranja azeda como
porta-enxerto (BORDIGNON et al., 2003)

O uso de porta-enxertos tolerantes para cultivares copa suscetiveis e a
certificacdo de borbulhas sdo condi¢cdes primarias para o controle da doenca e para a
existéncia de pomares viaveis, especialmente em regides onde a doenga é endémica e
existam eficientes vetores associados, como ocorre em todas as regides do Brasil
(CARLOS; STUCHI; DONADIO, 1997; KOIZUMI, 2001), portanto, verifica-se também
para esta doenca, a importancia da copa na escolha do porta-enxerto em fungao de
seu nivel de tolerancia a tristeza (SCHAFER; BASTIANEL; DORNELLES, 2001).

Na auséncia de programas de erradicacdo da infeccdo e de periodo de
quarentena, nao existem estratégias satisfatorias de controle da CTV. Uma das formas
mais efetivas de controle desta doenca tem sido através do uso de variedades porta-
enxerto tolerantes, todavia, existem poucas variedades com caracteristicas de
resisténcia genética ao CTV dentro do género Cifrus e variedades copa resistentes ao
CTV séao desconhecidas. Existem variedades pertencentes a mesma familia dos citros,
incluindo Poncirus trifoliata (L.) que séo geralmente resistentes a infeccéo pela maioria
das estirpes de CTV e que representam um potencial para provimento de genes de
resisténcia que podem ser utilizados em programas de melhoramento no
desenvolvimento de variedades hibridas de porta-enxerto, resistentes ao CTV
(ALBIACH-MARTI et al., 2004).

A elevada suscetibilidade de laranjas doces e grapefruits economicamente
importantes a infecgcao pelo CTV, associada a rapida dispersao do vetor afideo, tem
conduzido pesquisadores a enfocar o problema de duas diferentes formas, uma
baseada no melhoramento em longo prazo para tolerancia de porta-enxertos pelo uso

da hibridagcdo sexual e somatica e a outra, objetivando a obtengédo da resisténcia ao
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CTV pela transformacéo genética de variedades citricas (OLIVARES-FUSTER et al.,
2003).

2.7 Uso da biotecnologia no melhoramento dos citros

A Biotecnologia refere-se a um conjunto amplo de tecnologias habilitadoras e
potencializadoras envolvendo a utilizacdo, alteracido controlada e a otimizacdo de
organismos vivos ou suas partes funcionais, células e moléculas para a geragao de
produtos, processos e servigos, sendo seus resultados aplicaveis e utilizados por
diversos setores, como saude, agroindustria e meio ambiente, e envolvem varias areas
do conhecimento, como a biologia molecular, genética, fisiologia, microbiologia,
quimica, dentre outras (CTNBio, 2002).

O melhoramento de plantas tem como propdsito o desenvolvimento de novas
cultivares que, adaptadas as condi¢gbées de cultivo, sejam capazes de promover uma
estavel e elevada produtividade, assim como a qualidade desejada do produto. Até
meados da década de 80, os métodos tradicionais de melhoramento foram os grandes
responsaveis pelo desenvolvimento de novas cultivares. Porém, nos ultimos anos, o
melhoramento classico recebeu como ferramentas auxiliares diversas técnicas
baseadas no cultivo de tecidos vegetais e biologia molecular, que ampliaram os
horizontes na busca da diversidade alélica necessaria em um programa de
melhoramento (BINSFELD, 1999).

O desenvolvimento e a incorporagdo de novas biotecnologias tais como a
transformacédo genética e a fusdo de protoplastos no melhoramento de espécies
citricas, permitem a transposigao das barreiras impostas pelas caracteristicas genéticas
e reprodutivas inerentes ao citros, bem como a exploragao de germoplasma disponivel
para a obtencdo de novas variedades, combinando caracteristicas complementares
sem ocorréncia de segregacdo génica (GROSSER, GMITTER JUNIOR, 1990;
GROSSER etal., 1996; MOURAO FILHO, GMITTER JUNIOR; GROSSER, 1996;
MACHADO, 1997; SILVA et al., 2005). A manipulagdo genética dos citros utilizando
meétodos biotecnoldgicos tem sido desenvolvida desde a década de 80, apds o relato

do primeiro hibrido somatico intergénerico Citrus sinensis + Poncirus trifoliata
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(OHGAWARA et al., 1985) e com a primeira tentativa de produzir plantas transgénicas
de citros (KOBAYASHI; UCHIMIYA, 1989).

Das estratégias biotecnoldgicas disponiveis para transferéncia génica entre
espécies, a transformacédo genética é vantajosa quando se trata da transferéncia de
caracteres monogénicos, isto &, caracteristicas génicas controladas por um unico gene
e quando esse gene de interesse esta disponivel e clonado em um vetor (normalmente
plasmidio), que se encarregara de transferi-lo ao genoma da planta. Entretanto, até o
momento, somente um limitado numero de genes identificados e clonados estao
disponiveis para serem transferidos. Porém, a grande maioria dos caracteres de
interesse econdmico (produtividade, resisténcia a pragas e moléstias, tolerancia a
stresses) sao caracteristicas controladas por poligenes ou genes que tenham
mecanismos moleculares desconhecidos, ndao podendo ser transferidos por meio da
técnica da transformacgao. Nesse caso, a estratégia da hibridacdo somatica apresenta-

se como uma alternativa apropriada (BINSFELD, 1999).

2.8 Hibridagao somatica

A possibilidade de geragao de variabilidade pela superagao da incompatibilidade
sexual entre plantas e introdugdo de caracteristicas agronémicas desejaveis em
materiais melhorados € a principal aplicacdo da técnica de hibridacdo somatica de
protoplastos, sendo utilizada na citricultura tanto para o melhoramento de variedades
copa quanto porta-enxerto (MIRANDA et al., 1997). Comparada a transformagao
genética, a fusado de protoplastos nédo é especifica em relagado ao resultado buscado,
pois a introgressdo ou a transferéncia génica n&o sado precisamente controladas.
Porém, ao contrario dos genes introduzidos por meio das técnicas de DNA
recombinante, essa ferramenta biotecnologica torna possivel a transferéncia de
caracteristicas génicas controladas principalmente por poligenes (VIEIRA, 1997;
BINSFELD, 1999; MATSUMOTO, 2001; DAVEY et al., 2005).

A hibridagdo somatica é uma técnica que permite modificar células vegetais

mediante fusdes nucleares ou citoplasmaticas, se constituindo numa ferramenta muito
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util para o melhoramento genético, servindo como alternativa complementar para os
programas tradicionais de melhoramento, pois permite ndo sé a transposicédo da
barreira de incompatibilidade sexual, quanto a manipulacdo de caracteristicas extra-
cromossémicas como a macho-esterilidade. Hibridos somaticos intra e intergenéricos e
interespecificos podem ser obtidos via fusdo simétrica, assimétrica e microfusao
(CARNEIRO et al., 1998; MENDES-DA-GLORIA et al., 2000; GUO et al., 2004; LIU;
XU; DENG, 2005). A hibridagdo somatica oferece também a oportunidade de se
combinar citoplasmas diferentes na mesma célula, sendo produzidos cibridos. Essas
combinagdes nao podem ser produzidas por hibridagdo sexual, onde o citoplasma
materno é herdado (VIEIRA, 1997; POLCI; FRIEDRICH, 2004; LIU; XU; DENG, 2005).

2.8.1 Utilizagao da hibridagao somatica no melhoramento de citros

A hibridacdo somatica oferece uma alternativa viavel ou auxiliar aos programas
de melhoramento convencionais de citros com aplicagdo no desenvolvimento de copas
e porta-enxertos, transpondo barreiras como a incompatibilidade sexual, longo periodo
juvenil e baixa produgdo de sementes (GROSSER; GMITTER JUNIOR, 1990;
MOURAO FILHO; GMITTER JUNIOR; GROSSER, 1996; GUO et al., 2004; KHAN;
GROSSER, 2004; XU; LIU; DENG, 2004). A produgdo de hibridos somaticos
intergenéricos entre Citrus e espécies/géneros relacionados e sexualmente
incompativeis, aumentando o germoplasma através da insercdo de caracteristicas
desejaveis, se constitui em outra aplicagdo da técnica no melhoramento (GROSSER;
GMITTER JUNIOR, CHANDLER, 1990; GROSSER et al., 1996; MIRANDA et al.,
1997). Adicionalmente, a fusdo de protoplastos tem possibilitado combinar
caracteristicas citoplasmaticas em varias espécies de plantas nas quais cloroplastos e
mitocdndrias sdo maternalmente bloqueadas na hibridagdo sexual (CHENG et al.,
2003). A nova combinagdo nucleo/citoplasma (cibridos) podem revelar o papel
citoplasmatico no fendétipo e seu potencial para o melhoramento dos citros (OLIVARES-
FUSTER; DURAN-VILA; NAVARRO, 2005). Acredita-se que o genoma citoplasmatico
controla algumas caracteristicas agronémicas valiosas. Por exemplo, o DNA

citoplasmatico (cp DNA) pode desenvolver um papel na heranga de resisténcia a
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doencas e o mitocondrial (mt DNA) esta diretamente relacionado a macho-esterilidade.
O genoma de organelas de hibridos somaticos de citros e cibridos tem sido
intensivamente estudados durante os ultimos anos (GUO; CHENG; DENG, 2002;
MOREIRA et al., 2000b).

Desde que o primeiro hibrido somatico de citros foi obtido por OHGAWARA et al.
(1985), entre laranja ‘Trovita’ (Citrus sinensis) e Trifoliata (Poncirus trifoliata), mais de
250 diferentes hibridos somaticos interespecificos e intergenéricos foram produzidos no
mundo (CHEN et al., 2004; XU; LIU; DENG, 2005; GUO et al., 2006) para a utilizagéo
direta como porta-enxertos ou para o uso em programas de melhoramento de copa a
partir de material cultivado em diferentes paises (MENDES et al., 2001), incluindo
Estados Unidos (GROSSER; GMITTER JUNIOR, 2005), China (GUO et al., 2004),
Espanha (OLIVARES-FUSTER, DURAN-VILA; NAVARRO, 2005), Franga (CABASSON
et al., 2001), Nova Zelandia (WU; FERGUSON; MOONEY, 2005) e Japao (TAKAMI et
al., 2004).

Por outro lado, embora a hibridacdo somatica tenha sido mencionada na década
de 80 como a biotécnica que poderia revolucionar a agricultura e as pesquisas de
melhoramento de plantas, esta predicdo nunca se materializou e esforgos na pesquisa
tém mudado em diregcdo as estratégias da biologia molecular. Razdes para que a
técnica n&o tenha tido o impacto esperado incluem dificuldades no isololamento de
protoplastos, cultivo e regeneragao de plantas e elevados niveis de ploidia (GROSSER,;
OLLITRAULT; OLIVARES-FUSTER, 2000).

O modelo de fusdo aditiva entre protoplastos dipléides derivados de calos
embriogénicos e protoplastos dipldides derivados de mesdfilo foliar tem sido
extensivamente utilizado (LIU et al., 2002; GUO; GROSSER, 2005), estando a técnica
bem estabelecida para Citrus (GROSSER; GMITTER JUNIOR, 2000) e considerada
uma ferramenta adicional para o melhoramento genético do género. Estas
combinagdes hibridas incluem fusdes entre genitores interespecificos e intergenéricos,

como mostram os dados apresentados nos Quadros 1, 2 e 3.
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Genitores

Referéncias

laranja ‘Trovita’ + P. trifoliata

Ohgawara et al., 1985

laranja ‘Washington Navel’+ tangor ‘Murcote’

Kobayashi et al., 1988a

laranja ‘Washington Navel’+ tangerina ‘Satsuma’

Kobayashi et al., 1988b

laranja ‘Hamlin’ + P. trifoliata ‘Flying Dragon’

Grosser et al., 1988a

Lima acida ‘Key’ + laranja ‘Valéncia’

Grosser et al., 1989

laranja ‘Bahia’+ pomelo ‘Marsh seedless’

Ohgawara et al., 1989

laranja ‘Valéncia’'+ limao ‘Femminello’

Tusa et al., 1990

C. sudachi + lima acida

Saito et al., 1991

laranja ‘Hamlin’+ limao ‘Rugoso’

laranja ‘Valéncia’ + limao ‘Rugoso’

pomelo ‘Thompson’ + tangor ‘Murcote’

tangerina ‘Cledpatra’ + P. trifoliata ‘Flying Dragon’

tangerina ‘Cledpatra’ + citrumelo ‘Swingle’

Grosser et al., 1992b

laranja ‘Valéncia’ + kinquat ‘Meiwa’

Deng et al., 1992

tangerina ‘Cledpatra’ + laranja azeda
tangerina ‘Cledpatra’ + limdo ‘Rugoso’
tangerina ‘Cledpatra’ + lim&o ‘Volkameriano’
tangerina ‘Cledpatra’ + liméo ‘Cravo’

laranja ‘Hamlin’ + lim&o ‘Cravo’

laranja azeda + limao ‘Volkameriano’
laranja ‘Valéncia’ + citrange ‘Carrizo’

laranja ‘Valéncia’ + citrange ‘Carrizo’

Louzada et al., 1992

limao Milam hibrido + limao ‘Femminello’

Tusa et al., 1992

laranja azeda + limao ‘Cravo’

(C. jambhiri x C. sinensis) + tangerina ‘Sun Chu Sha’
laranja ‘Succari’ + P. trifoliata ‘Argentine’

tangerina ‘Cledpatra’ + P. trifoliata ‘Argentine’

laranja azeda + P. trifoliata ‘Flying Dragon’

Grosser, 1994
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tangerina ‘Ponkan’ + lim&o ‘Rugoso’

Moriguchi et al., 1996

pomelo ‘Red Marsh’ + P. trifoliata ‘Argentine’
pomelo ‘Red Marsh’ + P. trifoliata ‘Flying Dragon’
laranja ‘Succari’ + kunquat ‘Meiwa’

kunquat ‘Meiwa’ + tangerina ‘Dancy’

kunquat ‘Meiwa’ + tangerina ‘Cledpatra’

laranja ‘Succari’ + Microcitrus papuana

laranja ‘Hamlin’ + Microcitrus papuana

Grosser et al., 1996b

laranja ‘Succari’ + tangerina ‘Dancy’
laranja ‘Succari’ + tangelo ‘Minneola’
laranja ‘Succari’ + tangor ‘Murcote’
laranja ‘Succari’ + tangelo ‘Page’

laranja ‘Succari’ + tangerina ‘Ponkan’

Mourao Filho et al., 1996

laranja ‘Valéncia’ + tangelo ‘Minneola’
laranja ‘Valéncia’ + tangor ‘Murcote’
laranja ‘Valéncia’ + tangelo ‘Page’
laranja ‘Valéncia’ + hibrido 3 USDA-CJH

laranja ‘Valéncia’ Rhode Red + tangerina ‘Dancy’

laranja ‘Valéncia’ Rhode Red + hibrido 1 USDA-CJH

tangor ‘Murcote’ + LB8-9

tangor ‘Murcote’ + hibrido 1 USDA-CJH
tangor ‘Murcote’ + hibrido 2 USDA-CJH
pomelo ‘Redblush’ + LB8-9

laranja ‘Succari’ + toranja ‘Hirado Buntan’
laranja ‘Succari’ + hibrido 1 USDA-CJH
tangelo ‘Nova’ + toranja ‘Hirado Buntan’
laranja ‘Hamlin’ + tangerina ‘Ponkan’

laranja ‘Hamlin’ + LB8-9

Grosser et al., 1998a

limao ‘Milam’ hibrido + C. obovoidea
limao ‘Milam’ hibrido + citrumelo ‘Swingle’

limao ‘Milam’ hibrido + citrange ‘Carrizo’
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tangerina ‘Cledpatra’ + citrange ‘Carrizo’

laranja azeda + citrange ‘Carrizo’

laranja ‘Succari’ + laranja azeda

laranja ‘Succari’ + C. obovoidea

laranja ‘Succari’ + lim&o ‘Rugoso’ 8166

tangerina ‘Cledpatra’ + limao ‘Rugoso’ 8166

pomelo ‘Redblush’ + lim&o ‘Rugoso’ 8166

[C. reticulata x (C. paradisi x C. reticulata)] + lima da
Pérsia

laranja ‘Valéncia’+ tangelo ‘Minneola’

laranja ‘Valéncia’'+ tangor ‘Murcote’

laranja ‘Valéncia’+ tangelo ‘Page’

laranja ‘Valéncia’'+ hibrido 3 USDA-CJH

laranja ‘Valéncia’ Rhode Red + tangerina ‘Dancy’
laranja ‘Valéncia’ Rhode Red + hibrido 1 USDA-CJH
tangor ‘Murcote’ + LB8-9

tangor ‘Murcote’ + hibrido 1 USDA-CJH
tangor ‘Murcote’ + hibrido 2 USDA-CJH
pomelo ‘Redblush’ + LB8-9

laranja ‘Succari’ + toranja ‘Hirado Buntan
laranja ‘Succari’ + hibrido 1 USDA-CJH

tangelo ‘Nova’ + toranja ‘Hirado Buntan’

laranja ‘Hamlin’ + tangerina ‘Ponkan’

laranja ‘Hamlin’ + LB8-9

Grosser et al., 1998

pomelo ‘Star Ruby’ + cidra ‘Corse’

limao ‘LAC’ + limao ‘Ereka’

Ollitrault et al., 2000a

tangerina ‘Hongju’+ limdo ‘Rugoso’

tangerina ‘Kinnow’ + tangerina ‘Bendizao

Deng et al., 2000

tangor ‘Murcote’+ tangerina ‘Dancy’
tangelo ‘Page’+ tangor ‘Murcote’

tangelo ‘Page’ + tangor ‘Ortanique’

Guo et al., 2004
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Liméo ‘Rugoso’ + Citrus obovoideae
Laranja azeda + citrange ‘Benton’
Tangerina ‘Amblycarpa’ + citrange ‘C-35’
Tangerina ‘Amblycarpa’ + citrange ‘Benton’
Tangerina ‘Amblycarpa’ + citrange ‘Carrizo’

Tangerina ‘Amblycarpa’ + limao ‘Volkameriano

Tangerina ‘Amblycarpa’ + Citrus alemow

Grosser; Gmitter Junior, 2005

tangerina ‘Encore’ + laranja ‘Valéncia’

tangerina ‘Encore’ + tangerina ‘Caffin’

Wu et al., 2005

Tangelo ‘Page’ + limdo ‘Rugoso’

Guo et al., 2006

Quadro 1 - Hibridos somaticos interespecificos de Citrus

Genitores

Referéncias

laranja ‘Hamlin’ + Severinia disticha

Grosser et al., 1988b

laranja ‘Hamlin’ + Citropsis gilletiana

tangerina ‘Cledpatra’ + Citropsis gilletiana

Grosser; Gmitter Junior,
Chandler, 1990

laranja ‘Hamlin’ + Severinia buxifolia

Grosser et al., 1992b

tangerina ‘Ponkan’ + Citropsis gabunensis

Ling; Iwamasa, 1994

tangelo ‘Seminole’ + Atalantia monophylla

tangelo ‘Seminole’ + Severinia buxifolia

Motomura et al., 1995

laranja ‘Succari’ + Severinia buxifolia
laranja ‘Hamlin’ + Severinia disticha
laranja ‘Valéncia’ + Severinia disticha
tangerina ‘Cledpatra’ + Severinia disticha
tangelo ‘Nova’ + Severinia disticha
laranja ‘Succari’ + Citropsis gilletiana
tangelo ‘Nova’ + Citropsis gilletiana

laranja ‘Succari’ + Atalantia ceylanica

laranja ‘Succari’ + Feronia limonia

Grosser et al., 1996b
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tangelo ‘Nova’ + C. ichangensis

kunquat ‘Mame’ + P. trifoliata

Miranda et al., 1997

tangelo ‘Page’ + Murraya paniculata

Guo; Deng, 1998

Tangerina ‘Red’ + Poncirus trifoliata

Guo et al., 2002

Laranja ‘Newhall’ + Clauseana lansium Fu et al., 2003
Kunquat ‘Round’ + laranja ‘Morita navel’ Takami et al., 2004
Kunquat ‘Changshou’ + tangerina ‘Dancy’ Xu et al., 2005

Tangerina ‘Changsha’ + Poncirus trifoliata 50-7

White grapefruit + Poncirus trifoliata 50-7

Laranja azeda + Poncirus trifoliata 50-7

Tangerina ‘Amblycarpa’+ Poncirus trifoliata ‘Flying
Dragon’

Tangerina ‘Amblycarpa’+ Poncirus trifoliata 'Rubidoux’
Tangor ‘Murcott’ + Poncirus trifoliata 'TRubidoux’

Grosser, Gmitter Junior, 2005

Quadro 2 — Hibridos somaticos intergenéricos de Citrus

Genitores

Referéncias

C. sudachi + liméao ‘Galego’

C. sudachi + limao ‘Eureka’

Saito et al., 1993

C. unshiu + laranja ‘Washington Navel’

Yamamoto; Kobayashi, 1995

C. microcarpa + laranja azeda
tangerina ‘Cledpatra’ + laranja azeda

laranja ‘Valéncia’ + limao ‘Femminello’

Grosser et al., 1996a

tangelo ‘Seminole’ + limao ‘Lisboa’

Moriguchi et al., 1996

tangelo ‘Seminole’ + limao ‘Rugoso’

Moriguchi et al., 1997

Pomelo ‘Star Ruby’ + lim&o cv. LAC

Ollitrault et al., 2000b

Microcitrus papuana + laranja azeda

Microcitrus papuana + limao ‘Rugoso’

Xu et al., 2004

Quadro 3 — Cibridos somaticos de Citrus.
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O Brasil vem contribuindo no melhoramento genético de citros com a produgao
de hibridos somaticos desde 1996, nos Laboratorios de Biotecnologia da USP/ESALQ
e USP/CENA, onde ja foram produzidos os hibridos de tangerina ‘Cledpatra’ + laranja
azeda (BENEDITO et al., 1999), limédo ‘Cravo’ + tangerina ‘Cledpatra’ (LATADO et al.,
2002), laranja ‘Caipira’ + limao ‘Cravo’ (MENDES-DA-GLORIA et al., 2000), laranja
‘Caipira’ + tangerina ‘Cledpatra’, laranja ‘Caipira’ + limédo ‘Volkameriano’, laranja
‘Caipira’ + limao ‘Rugoso da Florida’, limdo ‘Cravo’ + laranja azeda (MENDES et al.,
2001), tangerina ‘Cledpatra’ + limao ‘Volkameriano’, limao ‘Cravo’ + tangerina ‘Sunki’,
laranja ‘Valéncia Ruby Blood’ + lim&o ‘Volkameriano’, laranja ‘Valéncia Rohde Red’ +
limdo ‘Volkameriano’ e laranja ‘Valéncia’ cv. 63 + Fortunella obovata (COSTA;
MENDES; MOURAO FILHO, 2003), laranja ‘Hamlin® + pomelo ‘Indian red’ e laranja
‘Hamlin’ + pomelo ‘Singapura’ (CALIXTO et al., 2004).

2.8.1.1 Melhoramento de copas de citros via hibridagao somatica

As principais exigéncias para o mercado de frutas frescas de citros,
principalmente de tangerinas, incluem a auséncia de sementes e a facilidade de
descascar os frutos. Com base no exposto, a maioria dos programas de melhoramento
de copas de citros tem concentrado seus esforcos no desenvolvimento de variedades
com estas caracteristicas e a hibridagao somatica desempenha um papel chave dentre
as estratégias para desenvolver estas cultivares (GUO et al., 2004; VILORIA;
GROSSER, 2005; GROSSER; GMITTER JUNIOR, 2005; WU; FERGUSON; MOONEY,
2005).

Frutos de plantas tripldides sdo desprovidos de sementes devido ao conjunto
impar de cromossomos e Citrus ndo € excecdo. Triploides podem ser produzidos
diretamente a partir da hibridagdo somatica entre genitores hapldides e dipldides,
comprovando a habilidade da conservagao do balango genético do genitor dipldide no
hibrido triploide (GROSSER; GMITTER JUNIOR, 2005). Entretanto, esta técnica é

limitada pela disponibilidade de linhagens de calos hapldides, as quais podem ser
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obtidas com dificuldade pela cultura de anteras ou indugdo de ginogénese
(OLLITRAULT et al., 2000; GERMANA, 2006).

Hibridos somaticos produzidos nos programas de melhoramento de copa
provavelmente ndo poderado ser utilizados diretamente como novos cultivares, ja que os
frutos apresentam caracteristicas indesejaveis ao consumo, como casca grossa e
formato irregular, podendo ser incorporados ao melhoramento como parental
tetrapldide (2n=4x=36 cromossomos), em cruzamentos com variedades dipldides
(2n=2x=18 cromossomos) monoembridnicas, gerando progénie triploide (2n=3x=27
cromossomos), potencialmente sem sementes, devido a auséncia de complementos
cromossémicos ndo balanceados durante a segregagao meiética (GMITTER JUNIOR;
GROSSER; MOORE, 1992; MOURAO FILHO, GMITTER JUNIOR, GROSSER, 1996;
GROSSER et al., 2000) resultando, neste caso, na falta de endosperma e consequente
abortamento do embrido, que pode ser resgatado, recuperando-se eficientemente os
hibridos tripldides (GROSSER; GMITTER JUNIOR, 2005).

Outras estratégias praticadas pelos programas de melhoramento de copa
envolvem a aplicagdo da hibridagao somatica no aumento da resisténcia/tolerancia a
fatores bidticos como pragas e doengas e a fatores abidticos como tolerancia a baixas
temperaturas a fim de aumentar a produtividade e longevidade das arvores
(GROSSER; OLLITRAULT; OLIVARES-FUSTER, 2000).

2.8.1.2 Melhoramento de porta-enxertos de citros via hibridagao somatica

A utilizacdo de porta-enxertos é inerente a citricultura em todo o mundo.
Gendtipos de porta-enxertos sdo geralmente mais amplamente adaptados e oferecem
melhor resisténcia a doengas do que a maioria das variedades copa desenvolvidas
sobre suas raizes. Borbulhas selecionadas de individuos adultos, enxertadas sobre
porta-enxertos provenientes de sementes tem a juvenilidade superada e mantém a
integridade da cultivar. Conseqlentemente essas arvores entram em produgdo mais
rapidamente e produzem frutas com maior qualidade do que se crescessem sob pés
francos (GROSSER, OLLITRAULT; OLIVARES-FUSTER, 2000).
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Muitas das caracteristicas desejaveis estdo presentes em espécies
filogeneticamente distantes que sdo incompativeis com as variedades copa tanto na
enxertia quanto na hibridagdo sexual (LIU; XU; DENG, 2005). Sabe-se que a tolerancia
a baixas temperaturas, poliembrionia, resisténcia a podriddo do pé causada por
Phytophthora parasitica, tolerancia a tristeza dos citros (CTV) e aos nematoides s&o
caracteristicas controladas por genes dominantes. Deste modo, como a hibridagéo
somatica € um processo aditivo no qual ndo ocorre segregagao, caracteristicas que sao
controladas por genes dominantes ou co-dominantes em um dos genitores tem grande
probabilidade de continuar se expressando no hibrido amfidipléide. Além disso, genes
deletérios que estdo mascarados sob uma condigdo recessiva nos genitores nao se
manifestam nos hibridos somaticos (GROSSER; GMITTER JUNIOR, 1990; GMITTER
JUNIOR; GROSSER; MOORE, 1992; GROSSER et al., 1998a).

No melhoramento de porta-enxertos, a fusdo de protoplastos é empregada no
intuito de combinar caracteristicas complementares em individuos alotetraplodides, que
apresentam a vantagem de utilizagdo direta no campo, sem necessidade de realizar
retrocruzamentos (GROSSER; GMITTER JUNIOR, 1990; GROSSER, OLLITRAUT;
OLIVARES-FUSTER, 2000; GROSSER et al., 1998b). Outra vantagem da técnica para
porta-enxertos € a possibilidade de produgdo de hibridos somaticos intergenéricos
entre Citrus e espécies/géneros relacionados, sexualmente incompativeis que possuam
caracteristicas de interesse agrondmico (GROSSER, GMITTER JUNIOR, CHANDLER,
2000; LATADO et al., 2002).

Os porta-enxertos oriundos da hibridagdo somatica tem demonstrado ganhos
significativos na qualidade dos frutos e na produgao de sementes, além de redugao do
porte das plantas, uma vez que hibridos tetrapléides sdo menores do que porta-
enxertos dipléides (GROSSER et al., 1998c; GROSSER; CHANDLER, 2003). Quanto a
resisténcia a doengas, verificou-se que hibridos de laranja azeda + liméo ‘Cravo’ tém
demonstrado tolerancia ao CTV, uma vez que o parental laranja azeda é intolerante ao
virus, quando utilizado como porta-enxerto (GROSSER; CHANDLER, 2000).

Uma avaliagdo completa dos novos possiveis porta-enxertos € um processo de
longo prazo e alto custo, o qual requer a cooperagao dos horticulturistas, patologistas,

nematologistas e citricultores, além da necessidade de propagacdo de algumas
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centenas de plantas uniformes de cada hibrido para a condugdo dos experimentos
(GROSSER, OLLITRAUT; OLIVARES-FUSTER, 2000).

2.8.1.2.1 Reconstrugao da laranja azeda

Atualmente os esforcos na pesquisa de hibridos somaticos estdo voltados aos
recentes avangos da biologia molecular de Citrus. Estas técnicas tém dado suporte
adicional as estratégias de melhoramento de -cultivares, permitindo avangos no
desenvolvimento de frutos sem sementes através da cibridizacdo direcionada,
melhoramento e selegao de novos porta-enxertos tetraploides provenientes da fusao de
protoplastos de hibridos somaticos e reconstrugcdo da laranja azeda artificial com
potencial utilizagdo como porta-enxerto (GROSSER; GMITTER JUNIOR, 2005).

A laranja azeda (Citrus aurantium L.) foi o primeiro e mais importante porta-
enxerto de Cifrus no mundo, devido a sua habilidade de produzir frutos de elevada
qualidade, apresentar boa afinidade com a maioria das variedades copa e apresentar
maior longevidade do que os porta-enxertos comuns de citros. Apresenta também
resisténcia a gomose e podriddo da base causada por Phytophthora, tolerancia a
baixas temperaturas e a salinidade e aos virdides do exocorte e xiliporose, tolerancia ao
declinio do citros e cresce bem em solos variados (GROSSER; CHANDLER, 2003;
GROSSER; GMITTER JUNIOR, 2005). Cultivares enxertados em laranja azeda
produzem arvores com vigor e porte moderado (HUTCHISON, 1977). Porém, este
porta-enxerto que foi muito importante desde a década de 50 em todas as principais
regides produtoras, ndo é mais comercialmente cultivado, devido a sua intolerancia ao
CTV (MENDES et al., 2001).

Os porta-enxertos hibridos entre laranja doce e pomelo (citranges) avaliados
como alternativa para substituicdo da laranja azeda tém provado ser inadequados
devido a pouca adaptacao, baixa qualidade dos frutos, suscetibilidade a doencas e
problemas horticulturais como safras tardias, tamanho pequeno do fruto e porte
inadequado da arvore. Este fato sugere claramente que o desenvolvimento de um
porta-enxerto alternativo que tenha um desempenho similar a laranja azeda, mas que
seja tolerante ao CTV é imperativo (GROSSER; CHANDLER, 2003).
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Recentes analises com marcadores moleculares tém mostrado que a laranja
azeda é provavelmente um hibrido de toranja (Citrus grandis L. Osbeck) e tangerina
(Citrus reticulata Blanco) (NICOLOSI et al., 2000). Considerando a genética do porta-
enxerto, € improvavel que a laranja azeda original tenha sido sintetizada a partir dos
melhores genitores (GROSSER et al., 2004; GROSSER; GMITTER JUNIOR, 2005).
Com base no exposto, pode-se hipotetizar que hibridos de porta-enxertos superiores
podem ser produzidos pela combinacdo de parentais de toranjas (Citrus grandis) e
tangerinas (Citrus reticulata).

Hibridos dipldides entre tangerinas e toranjas sao conhecidos por serem
tolerantes ao CTV quando utilizados como porta-enxerto, incluindo a laranja doce
(Citrus sinensis), Citrus obovoideae (Kinkoji) e Smooth Flat Sevile (SFS), variedades
consideradas como hibridos complexos envolvendo possivelmente toranjas, laranja
azeda e/ou laranja doce (CASTLE et al., 1992). Cada um destes porta-enxertos
alternativos tem uso limitado devido a varias razdes: a laranja doce € suscetivel a
Phytophthora, Kinkoji produz poucas sementes, dificultando sua propagacado e SFS
produz uma elevada porcentagem de seedlings zigéticos, muitos dos quais sao
intolerantes ao CTV e/ou produzem arvores de tamanho desuniforme (GROSSER et
al., 2004).

Porta-enxertos comumente utilizados na citricultura mundial apresentam a cidra
como ancestral (NICOLOSI et al.,, 2000). Alguns deles, como o limao rugoso (C.
Jjambhiri, Lush), limao ‘Volkameriano’ (C. volkameriana Pasq.), limao ‘Cravo’(C. limonia
Osbeck) e lima doce ‘Palestina’ (C. limettioides Tan.) mostram-se altamente suscetiveis
ao declinio, intolerantes a baixas temperaturas e produzem frutas de baixa qualidade.
Este fato sugere que a toranja pode ser um genitor melhor do que a cidra para
maximizar a heterose na produg¢do de hibridos de porta-enxertos (CASTLE, 1987).
Toranjas tém sido extensivamente ignoradas pelos melhoristas de porta-enxerto devido
ao fato de serem monoembridnicas e todas as sementes produzidas serem hibridas,
uma vez que porta-enxertos de citros sédo tradicionalmente propagados por sementes
poliembridnicas que produzem seedlings nucelares (GROSSER et al., 2004).

Alguns hibridos somaticos entre tangerinas e toranjas ja foram obtidos e estao

mostrando tolerancia ao CTV em experimentos em casa de vegetacdo (GROSSER et
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al., 1996) e também tém resultado num bom desempenho horticultural e controle do
porte das arvores (GROSSER; GMITTER JUNIOR, CASTLE, 1995; GROSSER,
CHANDLER, 2002). Dezessete hibridos envolvendo tangerinas e toranjas ja foram
produzidos (Quadro 4), varios deles apresentando excelente vigor na casa de
vegetacdo. Estes hibridos promissores devem ser testados para confirmar a

incorporagao da tolerancia ao CTV.

tangor ‘Murcott’
tangor ‘Murcott’
tangor ‘Murcott’

tangor ‘Murcott’

tangerina ‘Amblycarpa

tangerina ‘Amblycarpa

tangerina ‘Amblycarpa
tangerina ‘Amblycarpa’
tangerina ‘Amblycarpa’
tangerina ‘Amblycarpa’

tangerina ‘Amblycarpa

tangerina ‘Amblycarpa
tangerina ‘Amblycarpa’
tangerina ‘Shekwasha’
tangerina ‘Shekwasha’
tangerina ‘Shekwasha’

tangerina ‘Shekwasha’

+ toranja ‘Hirado Buntan Pink’

+ toranja ‘Hirado Buntan Pink’ sdl-JL1

+ toranja ‘Chandler’sdl-#80

+ toranja ‘Hirado Buntan Pink’ sdI-#SN3

+ toranja ‘Hirado Buntan Pink’

+ toranja ‘Chandler’

+ toranja ‘Chandler’sdl-#69

+ toranja ‘Hirado Buntan Pink’ sdl-5-1-99-1B
+ toranja ‘Hirado Buntan Pink’ sdl-HBJL2B
+ toranja ‘Ling Ping Yau’ sdI-8-1-99-4A

+ toranja ‘Large Pink’sdl-7-2-99-5

+ toranja ‘Hirado Buntan Pink’ sdI-#SN3

+ toranja ‘Ling Ping Yau’ sdI-#SN7

+ toranja ‘Hirado Buntan Pink’

+ toranja ‘Chandler’

+ toranja ‘Hirado Buntan Pink’ sdI-HBJL2B
+ toranja ‘Hirado Buntan Pink’ sdI-#SN3

Quadro 4 — Hibridos somaticos entre tangerinas/tangores e toranjas (GROSSER,;

GMITTER JUNIOR, 2005)
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2.8.1.3 Hibridos somaticos assimétricos e cibridos

Decorrente do processo de fusdo de protoplastos, trés resultados sao possiveis:
se ocorrer a fusdo dos nucleos de ambos genitores (cariogamia), tem-se um hibrido
completo ou simétrico. Se houver perda cromossémica de um ou de ambos os nucleos,
tem-se um hibrido assimétrico e se a totalidade do nucleo de um dos parentais é
perdido, resta apenas um nucleo na mistura de dois citoplasmas, formando um cibrido
(BENGOCHEA; DODDS, 1986).

A incorporagao total do genoma de ambos 0s genitores, especialmente o
nuclear, em um hibrido simétrico apresenta duas desvantagens: a introdugédo de grande
quantidade de material genético exdgeno acompanhando o gene de interesse e o
desbalango génico, levando a incompatibilidade somatica. Estas limitacbes podem
resultar em hibridos somaticos com desenvolvimento anormal e com baixa fertilidade. A
fusao assimétrica permite a transferéncia parcial de genoma da espécie doadora para a
espécie receptora, reduzindo a entrada de genoma nuclear (LIU; XU; DENG, 2005).

Durante o processo de regeneragcdo de hibridos somaticos € comum a
ocorréncia da eliminagdo gradual de cromossomos provenientes de um dos genitores
produzindo-se, deste modo, hibridos assimétricos e cibridos. A pratica da hibridagao
somatica tem demonstrado que, em geral, os hibridos assimétricos e cibridos s&o mais
valiosos do que os hibridos simétricos nos programas de melhoramento de plantas
(POLCI; FRIEDRICH, 2004). Por esta razdo, a produgdo de hibridos somaticos
dipléides contendo o genoma de um genitor e genoma citoplasmatico do outro genitor
ou a mistura de ambos (cibridos), tem sido comumente buscada no melhoramento de
plantas (GROSSER; OLLITRAULT; OLIVARES-FUSTER, 2000), ja que na hibridagéo
sexual, novas combinag¢des de organelas ndo sido possiveis, uma vez que a heranga do
genoma mitocondrial e cloroplastidial € de origem materna (LIU; XU; DENG, 2005).

A caracterizacdo de cada cibrido pode determinar a heranca citoplasmatica de
muitas caracteristicas agronédmicas. Quando comparado com o sucesso relatado para
as hibridagdes somaticas simétricas em todo o mundo, poucas referéncias podem ser
encontradas sobre a producgao de cibridos via hibridagao somatica assimétrica (VARDI;

BREIMAN; GALUN, 1987). A mudanga na metodologia envolvendo o principio doador-
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receptor e a escassa informacdo concernente as caracteristicas citoplasmaticas
dificultaram o desenvolvimento da cibridizagdo em Citrus. Atualmente, a técnica tem
sido utilizada para a producdo de linhagens aloplasmicas que participam dos
programas de hibridagdo somatica de citros como produtos intermediarios (GROSSER,;
OLLITRAULT; OLIVARES-FUSTER, 2000).

Até poucos anos atras, o valor agronébmico dos cibridos de citros era pouco
conhecido, pois caracteristicas horticulturais importantes associadas com genomas de
organelas de citros ainda ndo haviam sido identificadas (GROSSER; OLLITRAULT,;
OLIVARES-FUSTER, 2000). No entanto, a macho esterilidade citoplasmatica (CMS) foi
identificada na tangerina ‘Satsuma’, caracteristica responsavel pela auséncia de
sementes que pode ser controlada pelo genoma mitocondrial (mt DNA). A fusdo de
protoplastos desempenha um papel importante na transferéncia desta caracteristica
para variedades comerciais dipldides com sementes, uma vez que pelo melhoramento
convencional, seriam necessarios anos de retrocruzamentos repetitivos (GUO et al.,
2004; GROSSER; GMITTER JUNIOR, 2005).

A avaliacdo de cibridos de tangerinas e laranjas doces no campo estao
mostrando variagéo significativa em caracteristicas agronémicas importantes, incluindo
a época de maturacao do fruto e conteudo de sementes, indicando que a cibridizacao é
uma fonte potencial de variagdo genética para o melhoramento de variedades de citros.
Esforgos estdo sendo feitos para determinar se os genes responsaveis pela auséncia
de sementes na tangerina ‘Satsuma’ e da laranja ‘Navel’ podem ser transferidos para
outras cultivares com sementes via cibridizagdo (GROSSER; OLLITRAULT;
OLIVARES-FUSTER, 2000; GROSSER; GMITTER JUNIOR, 2005).

Protoplastos derivados de folhas de citros ndo tém potencial embriogénico e néo
sofrem morfogénese nas condigdes padréo de cultivo (GROSSER; GMITTERJUNIOR,
1990). Entretanto, muitas plantas dipléides morfologicamente idénticas ao genitor foliar
foram regeneradas apoés fusdes simétricas interespecificas entre espécies diploides.
Analises subseqlientes destas plantas, baseadas em marcadores moleculares, tém
indicado que elas s&o hibridos aloplasmicos ou cibridos e que possuem o genoma
nuclear do genitor ndo embriogénico e o mt DNA do genitor embriogénico (SAITO et al.,
1994; MOREIRA et al., 2000b; LIU et al., 2002; GUO et al., 2004).
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A segregacao de organelas nos hibridos somaticos e cibridos constitui-se em
importante fonte de variabilidade, oferecendo a possibilidade de manipulacido de
genoma mitocondrial e de cloroplastos e avaliagdo de seu papel nas qualidades das
cultivares de citros (CABASSON et al., 2001; POLCI; FRIEDRICH, 2004; OLIVARES-
FUSTER; DURAN-VILA; NAVARRO, 2005). Estudos genéticos de cibridos regenerados
de citros demonstraram a eliminagdo especifica do genoma nuclear do parental
embriogénico em todos os individuos, a ndo segregagdo do genoma mitocondrial e a
segregacdao do genoma cloroplastidial, resultando num cibrido com o genoma
cloroplastidial de ambos genitores (MORIGUCHI et al., 1996; MOTOMURA, et al., 1996;
MOREIRA et al., 2000a). A presencga unica do genoma mitocondrial derivado do genitor
embriogénico em todos os cibridos regenerados sugere um papel importante destas
organelas na regeneracdo de plantas via embriogénese somatica (MOREIRA et al.,
2000a; GUO; DENG, 2001; GUO; CHENG; DENG, 2002; XU; LIU; DENG, 2004).

2.8.2 Isolamento e fusao de protoplastos

Protoplastos s&o células vegetais desprovidas da parede celular, o que permite a
realizagao de diversas manipulagdes experimentais, tais como a extragdo de organelas
celulares, a producéo de hibridos somaticos e a transferéncia génica via transformagao
genética (HIDAKA; KAJIURA, 1988; CARNEIRO et al., 1998). A fonte utilizada para o
isolamento de protoplastos é variavel e tem influéncia na sua obtengao, no processo de
regeneracao da parede e na frequéncia das divisbes celulares que se sucedem. A
protoplastizagdo pode ser obtida a partir de tecidos vegetais como o mesdfilo foliar,
tecido cotiledonar ou hipocotiledonar, raizes e também de calos e suspensdes
celulares. A escolha da fonte baseia-se na capacidade regenerativa destes tecidos, em

geral avaliada em experimentos preliminares (VIEIRA, 1997; DAVEY et al., 2005).

A fonte de protoplastos mais utilizada em Cifrus sado calos nucelares ou
suspensdes celulares derivadas de calos nucelares, os quais sdo obtidos a partir do
cultivo de 6vulos abortados e évulos néo fertilizados (LATADO; VAZ; TULMANN NETO,
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1999; COSTA; MOURAO FILHO; MENDES, 2002; RICCI et al., 2002), que proliferam
independentemente de suprimento exdgeno de reguladores de crescimento (TOMAZ et
al., 2001).

A remocéo da parede celular se faz mediante digestdo enzimatica que, em geral,
reune uma mistura de enzimas capazes de degradar individualmente a celulose, a
pectina, a hemicelulose ou outros polissacarideos componentes (FUNGARO; VIEIRA,
1989; BENEDITO; MOURAO FILHO; MENDES, 2000). As preparacdes comerciais das
enzimas constituem-se de fragbes parcialmente purificadas de extratos de
microrganismos simbidticos, parasitas ou saprofiticos, os quais possuem atividades
celulolitica, hemicelulolitica ou pectocelulolitica. As enzimas mais comumente utilizadas
tem sido a celulase Onozuka R10, a pectinase Macerozyme R10 e a celulase Dresilase,
extraidas, respectivamente, dos microrganismos Trichoderma viridae, Rhizopus sp. e
Irpex lacteus (CARNEIRO et al., 1998).

A condigdo fisiologica da planta doadora é também importante. Antes do
isolamento, o tecido vegetal é cortado em fatias e plasmolisado em solugéo salina. Esta
solucdo, assim como a mistura enzimatica, deve ser preparada contendo um
estabilizador osmotico. Este estabilizador - a base de agcucares como o manitol e a
sacarose - impede o rompimento da membrana plasmatica ou, inversamente, a saida
excessiva de agua da célula. Apds o tratamento enzimatico, a mistura sofre lavagens
sucessivas na mesma solugdo salina, seguidas de centrifugagdes brandas. Apds o
isolamento, procede-se a contagem e a avaliagdo da viabilidade dos protoplastos
(POWER; CHAPMAN, 1995).

A obtencao de hibridos somaticos depende fundamentalmente de mecanismos
eficientes que promovam a fusdo celular (VIEIRA, 1997). Os métodos mais usados
para induzir a fusdo de protoplastos incluem o tratamento com polietilenoglicol (PEG)
em condigdes salinas e a aplicagdo de corrente elétrica (eletrofusdo). O método
recomendado para citros € a fusao induzida por polietilenoglicol (PEG), por ser uma
técnica simples, eficiente, barata e que parece nao influenciar a viabilidade dos
protoplastos (GROSSER; GMITTER JUNIOR, 1990; GROSSER et al., 1996;
GROSSER; OLLITRAULT; OLIVARES-FUSTER, 2000). Além disso, permite facil
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determinacdo da eficiéncia da fusdo, ja que heterocariontes podem ser facilmente
identificados pela presenca de marcadores distintos de ambas fontes de parentais
(corpos amilaceos dos protoplastos derivados de culturas embriogénicas e cloroplastos
de protoplastos derivados de folhas) (CARNEIRO et al., 1998; KHAN; GROSSER,
2004).

Estas técnicas tém como principio favorecer a agregacao de protoplastos, que
se repelem devido a presencga de cargas negativas na membrana plasmatica, e induzir
a instabilidade das membranas (BENGOCHEA; DODDS, 1986). Na eletrofusdo, os
protoplastos sdo submetidos a um campo de corrente alternada de baixa voltagem e,
subsequentemente, a aplicacdo de um ou mais pulsos de corrente continua de alta
intensidade, alinhando os protoplastos e gerando poros temporarios nas membranas,
possibilitando a fusdo dos protoplastos que estiverem mais proximos (CARNEIRO et
al., 1998). Este é o mais reproduzivel, mais extensivamente aplicado e também o que
permite a obtencdo de maior numero de células envolvidas na fusdo, tendo sido
adaptado para citros por diferentes grupos de pesquisa (MORIGUSHI et al., 1996;
GUO; DENG, 1998; OLLITRAULT et al., 1996; GUO; CHENG; DENG, 2002; LIU;
DENG, 2002; XU; LIU; DENG, 2004; GUO et al., 2006). Um método alternativo que
incorpora as vantagens dos dois processos baseado na agregagao quimica de células
com uma baixa concentragao de PEG e a subsequente aplicagdo de pulsos de corrente
continua foi proposto recentemente para Citrus (OLIVARES-FUSTER; DURAN-VILA;
NAVARRO, 2005).

2.8.3 Regeneracao de plantas e confirmagao da hibridagao

A habilidade para regenerar plantas a partir de células e tecidos em cultivo € um
componente essencial na biotecnologia para a manipulagdo genética e melhoramento
vegetal (POLCI; FRIEDRICH, 2004). A regeneracgao de plantas a partir de protoplastos
via embriogénese somatica tem sido obtida em numerosos gendtipos de citros, pois
calos nucelares e suspensdes celulares se constituem numa excelente fonte de
protoplastos totipotentes (GROSSER; GMITTER JUNIOR, 1990), demonstrando
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competéncia para regenerar plantas que conservam a identidade genética da planta

mae, expressando pouca variabilidade (JIMENEZ, 1996).

Apos a fusdo, os protoplastos sdo cultivados em meio nutritivo para a
estimulagdo da neoformacgao da parede celular e divisdo de células (CARNEIRO et al.,
1998). Protoplastos provenientes de um dos genitores deve apresentar potencial
embriogénico como requerimento para a regeneragdo de plantas, permitindo que a
formacdo de embrides seja um processo espontdneo apos a fusdo de protoplastos
(MENDES-DA-GLORIA; MOURAO FILHO; MENDES, 2000). Entretanto, a adi¢do de
reguladores de crescimento, agucares como a galactose e lactose e compostos
organicos como agua de céco também provou ser eficiente na indugdo de embrides
somaticos (LING et al., 1990; JUMIN; NITO, 1996).

Os hibridos somaticos apresentam constituicdo morfolégica caracteristica,
podendo apresentar fendtipo intermediario aos genitores ou terem aspecto
completamente novo. A analise do caridtipo permite avaliar se o hibrido possui o
numero total de cromossomos de cada genitor, se ocorreu a fusdo de mais de dois
protoplastos, o grau de aneuploidia e possiveis translocagdes intergenémicas. A
confimagdo da poliploidia se da pela contagem do numero de cromossomos das
células meristematicas dos apices radiculares mitoticamente ativas das plantas
regeneradas, devendo ser 2n = 4x = 36. (GROSSER; GMITTER JUNIIOR, 1990a;
GROSSER, 1993). A demonstragao da presenca de DNA de ambos genitores é a prova
mais direta da hibridacdo, podendo ser revelada através de varios marcadores
moleculares (POLCI; FRIEDRICH, 2004; LIU; XU; DENG, 2005). Todavia, nenhum
meétodo utilizado isoladamente é suficiente para confirmar a hibridacédo, pois cada um
esta sujeito a limitagdes e pode informar erroneamente um falso positivo. E a natureza
aditiva destas formas de verificacdo que resulta na confirmacédo de que os heterocarios
regenerados tratam-se de hibridos somaticos (GROSSER; GMITTER JUNIIOR, 1990a).

E mais dificil utilizar diferengas morfolégicas para identificar hibridos somaticos
interespecificos, pois as diferencas sao sutis, tais como o tamanho do peciolo alado e
da lamina foliar, que geralmente sdo intermediarios aos genitores. Além disso, o

acréscimo do nivel de ploidia pode resultar no aumento da grossura da espessura do
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limbo foliar e numa coloragdo verde mais intensa (GROSSER, GMITTER JUNIOR,
1990).

Como a hibridagdo somatica € um processo de recombinagdo gendmica
aleatéria e a composi¢cao gendmica dos hibridos somaticos ndo € bem conhecida,
marcadores RAPD s&o necessarios para a estimativa da hibridagdo (BINSFELD;
SCHNABL, 2002). O RAPD (DNA polimérfico amplificado ao acaso) consiste em um
dos marcadores moleculares mais utilizados, por se tratar de uma técnica simples, de
baixo custo e que necessita de pequenas quantidades de DNA gendmico (OLIVEIRA;
CRISTOFANI; MACHADO, 2001; OLIVEIRA et al., 2002). O polimorfismo de RAPD é
detectado pela amplificacdo, de forma arbitraria, de fragmentos de DNA de diferentes
tamanhos, pela reagdo de polimerase em cadeia (PCR), na presenga da enzima
termoestavel DNA polimerase (FERREIRA; GRATTAPAGLIA, 1998).

A citometria de fluxo tem sido largamente utilizada para a determinagcdo do
numero total de cromossomos ou nivel de ploidia de hibridos (LIU; XU; DENG, 2005),
pois quando as espécies parentais diferem o suficiente no conteido de DNA nuclear, a
citometria de fluxo consegue detectar os hibridos de acordo com valores intermediarios
de DNA (SEKER; TUZCU; OLLITRAULT, 2003). E uma técnica que envolve a andlise
da dispersao da luz e fluorescéncia de particulas que fluem numa suspenséo liquida. A
medicdo em fluxo permite analises em alta velocidade (102 a 10° particulas por
segundo) e garante grande acuidade estatistica. A analise da intensidade de
fluorescéncia relativa de nucleos isolados de folhas jovens produz um histograma com
um pico dominante que corresponde aos nucleos que se encontram na fase G1 do ciclo
celular e um pico menor que corresponde aos nucleos na fase G2. Para estimar o nivel
de ploidia, a posigdo do pico G1 de um histograma é comparado com o pico de uma
planta padrdo com uma ploidia conhecida (DOLEZEL, 1997).

2.8.4 Variagao somaclonal
A variagao somaclonal é manifestada como anormalidades citolégicas, mutagdes

fenotipicas quantitativas e qualitativas, mudangas na sequéncia génica e ativagéo ou

silenciamento de genes. Exemplos de fendtipos aberrantes nas plantas regeneradas
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incluem estrutura foliar anormal e morfologia floral variante (KAEPPLER; KAEPPLER,;
RHEE, 2000). Segundo LARKIN & SCOWCROFT (1981), a variagdo somaclonal esta
presente na maioria das espécies estudadas e tem gerado efeito sobre inumeras
caracteristicas, sendo as principais: alteracbes de padrao morfolégico, de pigmentagéo,
de crescimento, producdo de alcaldéides e mudangas na producdo e habituagdo a
auxinas e citocininas.

Muitas causas tém sido identificadas ou propostas para cada tipo de variagao;
estas, todavia, podem variar de espécie para espécie e determinar a natureza genética
da variagdo observada é dificil (MARASCHIN et al., 2002). Acredita-se que estas
variagbes sejam provenientes de perturbagdes no ciclo celular, gerando mudancgas na
estrutura e/ou numero de cromossomos, mutacdes pontuais, mudangas na expressao
do gene como resultado de mudangas estruturais no cromossomo ou ativagdo de
elementos genéticos transponiveis, amplificagdo do DNA e mudangas estruturais no
DNA de organelas citoplasmaticas. Existem também anomalias como o intercAmbio
entre cromatides irmas e “crossing over’ somatico, que podem resultar em anomalias
fenotipicas (KAEPPLER; KAEPPLER; RHEE, 2000; CARDONE; OLMOS;
ECHENIQUE, 2004).

A correlacédo entre o longo tempo de cultivo e o acumulo de variagbes
cromossémicas foi documentada pela primeira vez em cenoura (SMITH; STREET,
1974). CHATUVERDI et al. (2001) também relatam alteragbes no padrdo de
diferenciagcdo morfogénica de embrides de Citrus grandis regenerados de calos
cultivados durante longo periodo. 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.

A ocorréncia de variagao somaclonal depende de varios fatores, entre os quais o
genotipo, o tipo de explante utilizado, a via de regeneragdo, a composi¢cédo do meio de
cultivo, os reguladores de crescimento empregados e a duragéo do periodo de cultivo.
A maior parte da variagdo obtida in vitro parece provir da fase de calo (CARDONE;
OLMOS; ECHENIQUE, 2004). A iniciacao de um calo pode ser analoga a resposta das
plantas a herbicidas, os quais levam a ativacdo de elementos transponiveis e

estimulam a indugao de enzimas e produtos especificos que sédo induzidos também em
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situagbes de estresse. Quando € iniciada a divisdo celular a partir de tecidos
diferenciados, que dardo origem a um calo é instalado o risco de instabilidade
cromossémica (ABKENAR et al., 2004). A variagdo no numero cromossOmico que
ocorre no inicio da indugédo do calo seria resultado da fragmentagédo nuclear seguida
por mitoses dos fragmentos nucleares, combinada com a mitose normal dos nucleos
intactos (KAEPPLER; KAEPPLER; RHEE, 2000).

Alteracdes fenotipicas podem resultar de rearranjos cromossdmicos advindos da
perda do controle do ciclo celular em calos em processo de desdiferenciagdo. Em
regenerantes de banana (Musa sp.) observou-se que nem todas as plantas de fenétipo
anormal apresentavam o mesmo padrao de bandas na analise RAPD, enquanto que
polimorfosmo foram detectados em plantas micropropagadas de fenotipo normal,
indicando que a variagao molecular nem sempre se expressa ao nivel fenotipico e vice-
versa (ROUX et al., 2004). Durante a avaliagdo do conteudo de DNA de 35 gendtipos
de calos embriogénicos de citros pela citometria de fluxo, ao longo de quatro anos, foi
observado que em mais de 70% desses gendtipos houve progressivo aumento de
células com variagdo na ploidia, enquanto que tangelo ‘Page’, laranja ‘Shamouti’,
laranja ‘Russ Navel’ e tangerina ‘Cledpatra’ apresentaram redugdo na ocorréncia de
variacéo da ploidia (ZANG; GUO; DENG, 2006).
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3 MATERIAL E METODOS

O presente trabalho foi desenvolvido no Laboratorio de Biotecnologia de Plantas
Horticolas (LBPH) do Departamento de Producédo Vegetal da Escola Superior de

Agricultura “Luiz de Queiroz”, em Piracicaba, SP.
3.1 Fonte de protoplastos

3.1.1 Estabelecimento e cultivo de calos embriogénicos

Ovulos abortados foram extraidos de frutos maduros de tangerinas ‘Cravo’,
‘Dancy’, ‘Sunchushakat’, ‘Cagula’, ‘Havana’ (C. reticulata Blanco), ‘Cleépatra’ (C. reshni
Hort.), ‘Mexerica Rio’, (C. deliciosa Ten.), ‘Sunki’ (C. sunki Hort. ex Tanaka),
‘Amblycarpa’ (C. amblycarpa Ochse) e ‘Shekwasha’ (C. depressa); tangores ‘Ellendale’
e ‘Fortune’ (C. reticulata x C. sinensis) e tangelo ‘Orlando’ (C. reticulata x C. paradisi
Macfad) coletados de plantas matrizes da colecdo de cultivares do Departamento de
Producéo Vegetal da ESALQ/USP, do Banco Ativo de Germoplasma do Centro APTA
Citros “Sylvio Moreira”, em Cordeirépolis, SP e do Banco de Matrizes da Estacao
Experimental de Citricultura de Bebedouro, SP.

Apods a assepsia, realizada pela imersdo em hipoclorito de soédio na
concentragao 3:1 (v/v) por 20 minutos, seguida por trés lavagens em agua deionizada e
autoclavada, introduziram-se 20 6vulos por placa de Petri (15 x 100 mm) contendo
meio de cultura MT semi-solido (MURASHIGE & TUCKER, 1969), modificado pela
adicao de 500 mg.L'1 de extrato de malte e 5 mg. L' de BAP (6-benzilaminopurina),
para inducdo a formagao de calos embriogénicos, tendo sido incubados no escuro, a
27°C. Os calos embriogénicos originados, assim como os calos de tangor ‘Murcote’ (C.
reticulata x C. sinensis), tangelo ‘Page’ (C. reticulata x C. paradisi) e tangerinas
‘Amblycarpa’ (C. amblycarpa Ochse), ‘Shekwasha’ (C. depressa Hay.) e ‘Sunki’ (C.
sunki Hort. ex Tanaka), ja cultivados in vitro, foram transferidos para os meios de
cultura EME 0,146 M e H+H (GROSSER; GMITTER JUNIOR, 1990a), acrescidos de
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500 mg.L'1 de carvéo ativado, isentos de regulador vegetal. Para manutengao, os calos
foram subcultivados em meio fresco a cada quatro semanas.

Para o estabelecimento e cultivo de células em suspensao, pequenas porgdes
dos calos de cada variedade (cerca de 500 mg) foram introduzidas em Erlenmeyers
contendo o meio de cultura EME 0,146M ou H+H na fase liquida, incubados no escuro,
a temperatura média de 27 °C, sob agitagao orbital a 100 rpm.

Tais suspensdes foram utilizadas como fonte de protoplastos somente apods oito
semanas de cultivo. Para a manutencao das células em suspensao, as culturas foram
subcultivadas a cada 14 dias, nos meios EME 0,146 M ou H+H, sem a adicdo de

regulador de crescimento.

3.1.2 Fonte de protoplastos nao embriogénicos

Como fonte de protoplastos de mesofilo foliar foram utilizadas folhas jovens de
seedlings de toranja (Citrus grandis L. Osbeck) selecionados para a resisténcia a
Phytophthora sp. (CALIXTO et al., 2003), pertencentes a colecdo de cultivares do
Departamento de Producdo Vegetal da ESALQ/USP. As variedades empregadas nos
trabalhos de hibridagdo foram ‘Kao Panne’, ‘Zamboa’, ‘Vermelha’, ‘Indochina’, ‘151-
427, ‘Lau Tau’, ‘Siamesa’, ‘Hawaiian’, ‘Melancia’, ‘Sunshine’, ‘Indian Red’, ‘Singapura’,

‘Doce’, ‘Ogam’’, ‘Inerme’ e ‘Periforme’.
3.2 Hibridagao somatica
3.2.1 Isolamento de protoplastos

Para o isolamento de protoplastos de calos embriogénicos e células em
suspenséo, cerca de 500 mg de calo foram colocados em placas de Petri (15 x 58 mm),
contendo 2 ml do meio BH3 0,7M e 2 ml da solugao enzimatica composta por 1% de
Cellulase Onozuca R.S. (Yakult Pharmaceutical Ind. Co. Ltda.), 1% de Macerase R10
(Yakult Pharmaceutical Ind. Co. Ltda.) e 0,2% de Pectoliase Y-23 (Seishin) (GROSSER;
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CHANDLER, 1987). Os protoplastos foram incubados no escuro por 14-16 horas, em
mesa agitadora orbital a 40 rpm.

Para o isolamento de protoplastos de mesdfilo foliar, folhas jovens dos
‘seedlings’ de toranja foram coletadas e desinfestadas por imersdo em solugcéo de
hipoclorito de soédio na propor¢cdo de 2:1 (v/v) e trés gotas de detergente, por 20
minutos, seguido de trés lavagens em agua deionizada e autoclavada. Com o auxilio de
um bisturi, retirou-se a nervura central e foram feitos finos cortes no sentido transversal
em toda a extensao da folha, objetivando o aumento da area de contato com a solugéo
enzimatica e a maximizagao da liberagao de protoplastos. As folhas finamente fatiadas
foram introduzidas em Erlenmeyer de 250 ml, contendo 5 ml do meio BH3 0,7M e 2 ml
de solugcdo enzimatica. Os protoplastos foram incubados no escuro por 14-16 horas,

em mesa agitadora orbital a 40 rpm.

3.2.2 Purificagao, fusao e plagueamento dos protoplastos

Apos a observacdo do isolamento de protoplastos em microscopio invertido,
procedeu-se a etapa de purificagdo, a qual foi realizada pela passagem da solugéo de
isolamento por peneira de nylon de 45 um para a retirada de pedagos de mesdfilo ndo
digeridos e centrifugacéo do liquido resultante por 5 minutos a 700 rpm (100g).

Apds a centrifugacdo, o sobrenadante foi descartado e o pellet formado foi
ressuspenso em 5 ml do meio CPW 25 M (FREASON et al, 1973), sobre o qual se
adicionaram, delicadamente, 3 ml do meio CPW 13 M (FREASON et al, 1973),
formando um gradiente de densidade. Os tubos sofreram nova centrifugagéo a 700 rpm
(100g), por oito minutos. Como resultado obteve-se a formagdo de uma banda na
interface dos dois meios, contendo protoplastos purificados e um pellet contendo restos
celulares néo digeridos. Os protoplastos purificados de ambos os genitores foram
coletados com pipeta de Pasteur e transferidos para um novo tubo contendo 5 ml do
meio BH3 0,7 M. Apds nova centrifugagcédo a 700 rpm (100g) durante cinco minutos,
houve a formagéo de novo pellet, o qual foi diluido em meio BH3 0,7 na densidade de 2

x 10° protoplastos por mL.
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Para a fusdo pelo método quimico, foram distribuidas duas gotas da solugéo de
protoplastos no centro de cada placa de Petri (58 x 15 mm), sobre as quais
adicionaram-se duas gotas da solugdo 26,6 mM de polietilenoglicol (GROSSER,;
GMITTER JUNIOR, 1990a). Ap6s 8 minutos de incubagdo, foram adicionadas duas
gotas da solucdo de eluigdo, formada por 2 ml da solugdo de lavagem “A” para cada
quatro gotas da solugdo de lavagem “B” (GROSSER; GMITTER JUNIOR, 1990a),
sendo mantida por 12 minutos. Em seguida, procedeu-se a ftriplice lavagem dos
protoplastos, em 15 a 20 gotas do meio de cultura BH3 0,7 M, por 10 minutos. Os
protoplastos foram entdo plaqueados em meio de cultura BH3 0,7M, EME 0,7 M e BH3
0,7M + EME 0,7 M liquido e incubados no escuro, a 27°C.

3.2.3 Cultura dos protoplastos, inducao a embriogénese, regeneragiao e

aclimatizacao de plantas

Apos 15 a 20 dias de cultivo, quando as células iniciaram o processo de divisao
celular e formagao de microcolénias, foram acrescentadas 10 a 12 gotas do meio de
cultura 1:1:1 (v:v:v), composto por uma parte do meio BH3 0,7 M, uma parte do meio
EME 0,6 M e uma parte do meio EME 0,146 M, com o objetivo de iniciar a redugédo do
potencial osmoético. Em subcultivos posteriores, quando se iniciou a formacao de
microcalos, a redu¢ao do potencial osmaético foi complementada pela adicdo do meio
de cultura 1:2 (v:v), composto por duas partes do meio BH3 0,7 M e uma parte do meio
EME 0,146 M (GROSSER; GMITTER JUNIOR, 1990a).

Os microcalos originados foram entao transferidos para placas de Petri (15 x 100
mm), contendo meio EME 0,146 M, modificado pela adi¢ao de 13 g.L'1 (37 mM) de
maltose (BENEDITO; MOURAO FILHO; MENDES, 2000), para a indugdo da
embriogénese somatica, tendo sido mantidos em sala de crescimento, sob fotoperiodo
de 16 horas de luz, a 27°C. Ap6s 20 dias de cultivo os calos originaram embridides que
foram transferidos para meio de cultura EME contendo 25 g.L'1 de sacarose. Este meio

de cultura foi renovado a cada 15 dias.
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Os embrides formados foram entdo transferidos para o meio 1500 (meio EME
modificado pela adicdo de 1,5 g.L'1 de extrato de malte) (GROSSER; GMITTER
JUNIOR, 1990a), sendo subcultivados a cada 15 dias. Neste meio de cultura os
embrides completaram as fases de sua ontogenia e germinaram, alongaram e emitiram
as primeiras folhas.

As plantulas originadas foram enxertadas in vitro por garfagem (HARTMANN et
al., 1997) em porta-enxerto ‘Hamlin’ e ‘Valéncia’ (C. sinensis) obtidos pela germinagao
in vitro. Apos 120 dias de cultivo, as plantas foram aclimatizadas primeiramente em
sala-de-crescimento, em fotoperiodo de 16 horas, a 27°C. As plantas foram transferidas
para vasos contendo substrato comercial Plantmax® autoclavado, tendo sido cobertas
com saco plastico. Com o intuito de manter a umidade relativa alta no ambiente de
aclimatizagdo das plantas, o saco plastico foi umedecido duas a trés vezes por dia,
sendo retirado por um periodo de 5 minutos, objetivando a adaptagcdo da planta ao
ambiente. Ao longo do tempo, este periodo foi aumentando até a completa retirada do
saco plastico dos vasos.

As plantas foram transferidas para casa-de-vegetacdo, onde foram cultivadas

em substrato comercial Rendmax Citrus®.
3.3 Anadlise das plantas regeneradas
3.3.1 Analise morfolégica
Caracteristicas como forma da folha e do peciolo alado, espessura e coloragéo

foram consideradas na analise morfoldgica foliar das plantas obtidas apds a fusédo de

protoplastos em comparagdo com os genitores.
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3.3.2 Determinacao da ploidia

3.3.2.2 Citomeria de fluxo

Amostras das plantas a serem analisadas foram analisados por citometria de
fluxo. Amostras de folhas jovens verdes e vigorosas das plantas regeneradas e o
padrdao de genoma dipldide foram acondicionadas em isopor com gelo e enviadas em
sacos plasticos para analises da ploidia por citometria de fluxo no Laboratério de
Citogenética e Citometria do Departamento de Biologia Geral da Universidade Federal
de Vicosa (UFV).
Utilizou-se um citdmetro PAS II-Ill Partec® equipado com lampada HBO 100W
e filtros KG1, BG 38 e CG 435. O equipamento foi alinhado e calibrado conforme os
protocolos recomendados pela Partec®. As suspensdes nucleares foram isoladas e
coradas com o tamp&o do kit CyStain UV precise T-DAPI (Partec®), seguindo as
recomendacgdes do fabricante. O material foi processado com trés repeticbes e
analisadas pelo software FlowMax® v 2.6 (Partec®). Ndo menos que 5000 nucleos
foram analisados e amostras com coeficiente de variacédo (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.

3.3.4 Analise de DNA através de marcadores moleculares “DNA polimérfico

amplificado ao acaso” (RAPD)

O DNA genbmico das plantas regeneradas e de seus genitores foi extraido de
folhas, utilizando-se a metodologia de HOISINGTON et al. (1994). A quantificacao foi
realizada através da eletroforese de aliquotas DNA de cada amostra, comparando-se
com uma série de concentragdes de DNA do fago A. A selegéo de ‘primers’ polimérficos
foi realizada a partir de uma avaliagdo dos produtos de amplificagdo gerados pelos
‘primers’ do Kit A-1 a A-20 e o ‘primer’ AA7 (Operon technogies). O DNA amplificado de
cada ‘primer foi separado em gel de agarose a 1,0% para verificar se havia

polimorfismo entre as espécies genitoras. A partir desta selegcéo preliminar, os ‘primers’
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que revelaram maior numero de fragmentos polimorficos amplificados foram utilizados
para confirmacao da hibridacdo somatica.

A reacdo de amplificacdo do DNA (reacdo de PCR) foi realizada em
termociclador (MJ Research®) com o seguinte programa: 1) 93 °C por 2 min; 2) 92 °C
por 1 minuto; 3) 37 °C por 1 minuto; 4) 72 °C por 2 min; 5) 72 °C por 5 min. As etapas
de 2 a 4 se repetem por 45 ciclos.

Para proceder a amplificacdo, cada amostra utilizada foi constituida por TRIS-
HCI (pH 8,0), 100 mM; KCI, 500 mM; 10x Buffer, 2,5 ul; MgCl,, 2,5 mM; dNTPs, 100 uM
de cada; ‘primer’, 2,5 uM ; enzima Taq polimerase, 1 unidade (Life Biotechnologies ou
Pharmacia Biotech); DNA gendmico total, 30 ng, resultando num volume final de 20 pl.

A analise do padrao de bandas de DNA foi realizada em gel de agarose a 1,0%
(p/v), em solugédo tampéao TBE 0,5x (TRIS-HCI, 45 mM; acido borico, 45 mM; EDTA pH
8,0, 1 mM), a temperatura ambiente. A eletroforese da reagdo de PCR foi conduzida a
5 V.cm™, por quatro horas. O gel foi corado com brometo de etidio (0,5 ug de

brometo/100 ml de TEB 1x) e a visualizagao foi feita com a utilizagdo de luz ultravioleta.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Estabelecimento e cultivo de calos embriogénicos

Linhagens embriogénicas derivadas de tecido nucelar se constituem no ponto de
partida para a manipulagdo genética do citros pela hibridagcdo somatica (GROSSER et
al., 2000; NIEDZ, 2006), sendo necessaria a obtengao de pelo menos uma fonte de
protoplastos totipotentes para que se consiga regenerar plantas (GROSSER, 1994). As
fontes de protoplastos embriogénicos mais utilizadas s&o calos nucelares ou
suspensdes celulares derivadas de calos nucelares (PEREZ et al., 1998). Muitos
gendtipos de citros foram regenerados pela embriogénese somatica a partir de
explantes derivados de diversos tecidos da planta, existindo, todavia, diferenca
consideravel no potencial de cada uma (CARIMI; PASQUALE; CRESCIMANNO, 1999).
Entretanto, ndo sdo encontrados protocolos eficientes para a inducao e cultivo de calos
embriogénicos nucelares para todas as variedades de citros (RICCI et al., 2002), ja que
a capacidade regenerativa de calos embriogénicos é genétipo-dependente (TOMAZ et
al, 2001).

A producao de calos embriogénicos de coloragdo branca, friaveis e de rapida
proliferacdo se constitui no pré-requisito para o eficiente isolamento de protoplastos e
regeneragao de plantas apos a fusao, pois calos compactos, de coloragdo amarelada e
aparéncia aquosa nao apresentam capacidade de diferenciagdo (HIDAKA; KAJIURA,
1988).

A formacao de calos embriogénicos ocorreu apos 120 dias de cultivo (Tabela 1).
Das 13 variedades introduzidas, 10 formaram calos friaveis, porém, de crescimento
muito lento, dificultando os trabalhos de isolamento de protoplastos. Calos com
crescimento rapido como os de tangor ‘Murcote’, dobram ou até triplicam seu volume
durante os subcultivos de 30 dias. A multiplicacédo e o crescimento dos calos foram
mais intensos em tangerina ‘Cravo’, ‘Mexerica Rio’ e tangerina ‘Cledpatra’. As
tangerinas ‘Sunki’, ‘Havana’ e ‘Dancy’ mostraram crescimento lento, ndo sendo
observado incremento significativo no volume de calo aos 30 dias de cultivo. A

tangerina ‘Sunchushakat’ demonstrou crescimento intermediario, porém, durante todo o
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cultivo deste calo houve a ocorréncia de oxidagao, a qual ndo pbéde ser eficientemente
eliminada com cultivo em meio suplementado com 500 mg/L de carvao ativado, bem
como em meio suplementado com 500 mg/L de PVP (polivinilpirrolidone). Crescimento
vigoroso foi observado para tangelo ‘Orlando, porém, a elevada conversdo das células
embriogénicas em embrides somaticos praticamente impossibilitou o isolamento de
protoplastos desta variedade.

As culturas em suspensao celular que apresentaram crescimento mais vigoroso
foram as das tangerinas ‘Cravo’, ‘Mexerica Rio’ e ‘Cledpatra’, obtidas em 2004; das
tangerinas ‘Amblycarpa’, ‘Shekwasha’ e ‘Sunki’, o tangelo ‘Page’ e o tangor ‘Murcote’,
obtidos em 2003, sendo os mais utilizados como fonte de protoplastos para a

hibridagdo somatica.

Tabela 1 — Calos embriogénicos obtidos a partir de 6vulos abortados em meio de

cultura EME suplementado com 5mg.L'1 de BAP, Piracicaba, 2004

Variedades Calos friaveis Crescimento em suspensao
Tangerina ‘Cravo’ Sim Sim
Tangerina ‘Dancy’ Sim Sim
Tangerina ‘Mexerica Rio’ Sim Sim
Tangerina ‘Sunchushakat’ Sim Sim
Tangerina ‘Cacgula’ Nao Nao
Tangerina ‘Havana’ Sim Nao
Tangerina ‘Cledpatra’ Sim Sim
Tangerina ‘Sunki’ Sim Sim
Tangerina ‘Shekwasha’ Sim Nao
Tangerina ‘Amblycarpa’ Sim Nao
Tangor ‘Ellendale’ Nao Nao
Tangor ‘Fortune’ Nao Nao
Tangelo ‘Orlando’ Sim Nao

Foram utilizadas 30 placas para cada variedade, com 20 6vulos abortados por placa, totalizando 600
explantes por variedade.
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Embrides de citros obtidos a partir de calos embriogénicos conservam a
identidade genética da planta mae e expressam pouca variabilidade (JIMENEZ, 1996).
Calos de laranja ‘Jincheng’ (Citrus sinensis) cultivados por 15 anos mantiveram niveis
de ploidia praticamente estaveis e produziram plantas com a mesma identidade
genética de seus genitores. A variagdo do numero de cromossomos em calos
embriogénicos de Citrus ocorre em maior frequéncia durante o primeiro ano de cultivo,
tendo sido encontrado valores superiores a 10% de variagdo em calos de laranja
‘Newhall’ (Citrus sinensis). Calos embriogénicos de tangor ‘Murcote’ cultivados durante
dez anos demonstraram indices de variagdo inferiores aos de calos recém
estabelecidos (HAO; DENG, 2002). A ocorréncia de células variantes tetraploides nos
calos é frequente, mas estas células sao mitoticamente inibidas e eliminadas através
do processo de morte celular programada, restaurando a diploidia da populagéao celular,
resultando na estabilidade do nivel de ploidia (HAO; DENG, 2003). Com base neste
fendbmeno, calos de citros podem ser mantidos em cultivo por um longo periodo, desde
que subcultivados a cada més, ja que as condi¢des de cultivo interferem na regulagao
celular e induzem instabilidade gendmica nas células, produzindo variagdo no numero
de cromossomos (HAO; YOU; DENG, 2004).

4.2 Hibridagao somatica

Foram realizados 73 eventos de fusdo de protoplastos no periodo de janeiro de
2004 a margo de 2005 envolvendo combinagdes de tangerinas (genitor embriogénico) e
toranjas (genitor ndo embriogénico). As primeiras divisdes celulares foram observadas
em sete dias apos a fusao, originando microcolénias e posteriormente microcalos. Os
microcalos foram cultivados em meio EME, resultando na rapida proliferacdo de calos
embriogénicos em 15 combinagdes apos 60 dias do evento de fusdo dos protoplastos,

como evidenciado na Tabela 2.
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Tabela 2 — Fusbes de protoplastos realizadas e desenvolvimento observado (janeiro de
2004 a margo de 2005)

Genitores Genitores nao Desenvolvimento

Embriogénicos embriogénicos Observado
Tangelo ‘Orlando’ Toranja ‘Kao Panne’ Nao
Tangelo ‘Page’ Toranja ‘Sunshine’ Nao
Tangelo ‘Page’ Toranja ‘Lau Tau’ Microcolbnias
Tangelo ‘Page’ Toranja ‘Lau Tau’ Microcalos
Tangelo ‘Page’ Toranja ‘Lau Tau’ Plantas regeneradas
Tangelo ‘Page’ Toranja ‘Doce’ Nao
Tangelo ‘Page’ Toranja ‘Kao Panne’ Nao
Tangerina ‘Amblycarpa’ Toranja ‘Melancia’ Nao
Tangerina ‘Amblycarpa’ Toranja ‘Kao Panne’ Embrides
Tangerina ‘Amblycarpa’ Toranja ‘Ogami’ Microcalos
Tangerina ‘Amblycarpa’ Toranja ‘Kao Panne’ Microcalos
Tangerina ‘Amblycarpa’ Toranja ‘Lau Tau’ Microcalos
Tangerina ‘Amblycarpa’ Toranja ‘Zamboa’ Microcalos
Tangerina ‘Amblycarpa’ Toranja ‘Ogami’ Microcalos

Tangerina ‘Amblycarpa’
Tangerina ‘Amblycarpa’
Tangerina ‘Amblycarpa’
Tangerina ‘Amblycarpa’
Tangerina ‘Amblycarpa’
Tangerina ‘Amblycarpa’
Tangerina ‘Cledpatra’
Tangerina ‘Cravo’
Tangerina ‘Cravo’
Tangerina ‘Cravo’
Tangerina ‘Cravo’
Tangerina ‘Cravo’
Tangerina ‘Cravo’
Tangerina ‘Dancy’
Tangerina ‘Dancy’
Tangerina ‘Dancy’
Tangerina ‘Dancy’

Toranja ‘Inerme’
Toranja ‘Kao Panne’
Toranja ‘Kao Panne’
Toranja ‘“151-427’
Toranja ‘Zamboa’
Toranja ‘Vermelha’
Toranja ‘Lau Tau’
Toranja ‘Sunshine’
Toranja ‘Periforme’
Toranja ‘“151-427°
Toranja Zamboa’
Toranja ‘Kao Panne’
Toranja ‘Indochina’
Toranja ‘“151-427’
Toranja Zamboa’
Toranja ‘Kao Panne’
Toranja ‘Indochina’

Calos embriogénicos
Microcoldnias
Microcoldnias
Microcolbnias

Microcalos
Microcalos
Nao
Nao
Microcalos
Microcoldnias
Nao
Calos embriogénicos
Calos embriogénicos
Nao
Nao
Nao
Nao
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Tangerina ‘Mexerica Rio’
Tangerina ‘Mexerica Rio’
Tangerina ‘Mexerica Rio’
Tangerina ‘Mexerica Rio’
Tangerina ‘Mexerica Rio’
Tangerina ‘Mexerica Rio’
Tangerina ‘Mexerica Rio’
Tangerina ‘Mexerica Rio’
Tangerina ‘Mexerica Rio’
Tangerina ‘Mexerica Rio’
Tangerina ‘Mexerica Rio’
Tangerina ‘Mexerica Rio’
Tangerina ‘Shekwasha’
Tangerina ‘Shekwasha’
Tangerina ‘Shekwasha’
Tangerina ‘Shekwasha’
Tangerina ‘Shekwasha’
Tangerina ‘Sunchushakat’
Tangerina ‘Sunchushakat’
Tangerina ‘Sunchushakat’
Tangor ‘Murcote’

Tangor ‘Murcote’

Tangor ‘Murcote’

Tangor ‘Murcote’

Tangor ‘Murcote’

Tangor ‘Murcote’

Tangor ‘Murcote’

Tangor ‘Murcote’

Tangor ‘Murcote’

Tangor ‘Murcote’

Tangor ‘Murcote’

Tangor ‘Murcote’

Tangor ‘Murcote’

Tangor ‘Murcote’

Tangor ‘Murcote’

Tangor ‘Murcote’

Tangor ‘Murcote’

Tangor ‘Murcote’

Toranja ‘Zamboa’
Toranja ‘Vermelha’
Toranja ‘Kao Panne’
Toranja ‘“151-427’
Toranja ‘Lau Tau’
Toranja ‘Siamesa’
Toranja ‘Zamboa’
Toranja ‘Siamesa’
Toranja ‘Kao Panne’
Toranja ‘Kao Panne’
Toranja ‘Hawaiian’
Toranja ‘Kao Panne’
Toranja ‘Indian Red’
Toranja ‘Indochina’
Toranja ‘Kao Panne’
Toranja ‘Zamboa’
Toranja ‘Kao Panne’
Toranja ‘Indian Red’
Toranja ‘Zamboa’
Toranja ‘Kao Panne’
Toranja ‘Kao Panne’
Toranja ‘Sunshine’
Toranja ‘Kao Panne’
Toranja ‘Indian Red’
Toranja ‘Singapura’
Toranja ‘Zamboa’
Toranja ‘Doce’
Toranja ‘Zamboa’
Toranja ‘Kao Panne’
Toranja ‘Vermelha’
Toranja ‘Lau Tau’
Toranja ‘Ogami’
Toranja ‘Hawaiian’
Toranja ‘Kao Panne’
Toranja ‘Kao Panne’
Toranja ‘Indochina’
Toranja ‘Indochina’
Toranja ‘Lau Tau’

Nao
Nao
Microcoldnias
Microcoldnias
Nao
Microcoldnias
Microcoldnias
Nao
Microcoldnias
Nao
Calos embriogénicos
Calos embriogénicos
Embrides
Nao
Nao
Microcalos
Nao
Nao
Microcoldnias
Nao
Microcoldnias
Nao
Microcoldnias
Calos embriogénicos
Nao
Microcoldnias
Microcoldnias
Microcoldnias
Nao
Nao
Microcalos
Nao
Microcalos
Nao
Nao
Microcalos
Calos embriogénicos
Plantas regeneradas
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Tangor ‘Murcote’ Toranja ‘Hawaiian’ Embrides

Tangor ‘Murcote’ Toranja ‘Ogami’ Plantas regeneradas
Tangor ‘Murcote’ Toranja Vermelha’ Calos embriogénicos
Tangor ‘Murcote’ Toranja ‘Singapura’ Calos embriogénicos

De todos os eventos de fusdo, apenas cinco combinagdes resultaram na
formacao de embrides globulares (Tabela 2), os quais foram introduzidos em meio EME
contendo 25 g. L™ de sacarose para a histodiferenciagdo e germinagéo. Apos 60 dias
de cultivo, esses embrides aumentaram consideravelmente seu tamanho,
apresentando, porém, alteracbes morfolégicas como cotilédones fusionados, perda do
eixo bipolar, folhas bifidas e despigmentas, e a ocorréncia de embriogénese somatica
secundaria também foi constantemente observada. Anormalidades similares foram
relatadas por PEREZ et al (1998), RICCI et al. (2002) e NIEDZ et al. (2002), os quais
associaram a ocorréncia destas anormalidades a auséncia de sincronismo celular
durante o desenvolvimento de embrides somaticos de Citrus. TOMAZ et al. (2001)
citam que as anormalidades no desenvolvimento de embrides somaticos sdo descritas
em muitos outros sistemas e estas se devem provavelmente as condi¢cdes inadequadas
de cultivo, sendo frequentemente gendtipo-especificas.

A combinagao tangerina ‘Amblycarpa’ + toranja ‘Kao Panne’ demonstrou elevado
potencial para a formagdo de massas pro-embriogénicas, recobrindo a placa de Petri
com densos calos 30 dias apds a introducdo de microcalos em meio EME maltose,
porém a capacidade de formagao de pro-embrides foi extremamente baixa. Entretanto,
GROSSER et al. (2004) obtiveram a regeneragao de 274 plantas como produto da
hibridacao de tangerina ‘Amblycarpa’ com outras variedades de citros, ja que, segundo
os autores, hibridos envolvendo este genitor demonstram maior vigor em cultivo e
geralmente produzem multiplas brotagcbes por embrido. A eficiéncia regenerativa pode
também ser devida ao fato de se tratarem de calos embriogénicos jovens, com elevado
potencial regenerativo e/ou devido a combinagao de gendtipos.

Para obter embrides da combinacdo tangerina ‘Amblycarpa’ + toranja ‘Kao
Panne’, uma pequena quantidade de calos (60 mg) foi colocada em placas de Petri

com meio de cultura EME suplementado com diferentes fontes de carboidratos para a
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indugdo da embriogénese: sacarose, galactose, glicose, lactose e maltose (75 mM).
Sobre os calos, foi colocado 1 mL do meio EME liquido, suplementado com a mesma
fonte de carboidrato do meio sdlido, formando uma dupla-fase, permitindo o
espalhamento da massa pré-embriogénica uniformemente pela placa. Apds 30 dias,
houve a formagéo de cinco embrides globulares em meio suplementado com galactose.
KOCHBA et al. (1982), associou a galactose a indugédo da producgao de etileno, o qual
atua inibindo a biosintese de auxina, favorecendo a formagao de embrides somaticos a
partir de calos embriogénicos. TOMAZ et al. (2001) recuperou um elevado numero de
embrides somaticos derivados de calos de laranja ‘Caipira’ quando cultivados em meio
suplementado com 110 mM de galactose. BENEDITO; MOURAO FILHO, MENDES
(2000) encontraram resultado semelhante, evidenciando que a galactose foi a melhor
fonte de carbono dentre todas testadas, resultando no maior numero de embrides
formados em quatro variedades de laranja doce.

Embrides globulares provenientes da combinagcdo tangerina ‘Shekwasha’ +
toranja ‘Indian Red’ apresentaram anormalidades no desenvolvimento, ndo evoluindo
para estagios mais avancados de sua ontogenia, como cordiforme, torpedo e
cotiledonar. GROSSER et al. (2004) citam que geralmente poucas plantas s&o
recuperadas a partir de fusdes envolvendo os genitores tangor ‘Murcote’ e tangerina
‘Shekwasha’ devido a reduzida eficiéncia de inducdo de embrdes somaticos. Na
tentativa de induzir a formagcdo de gemas adventicias a partir destes embrides,
procedeu-se ao corte de segmentos dos mesmos e introdugdo em meio de cultura EME
suplementado com 5 mg.L'1 de BAP. Apds dois subcultivos com intervalos de 20 dias, o
material introduzido demonstrou forte oxidagdo e foi descartado. A organogénese a
partir de embrides somaticos anormais foi também citada por MENDES-DA-GLORIA,;
MOURAO FILHO; MENDES (2000) para a obtengdo de gemas adventicias em meio
suplementado com BAP, NAA e agua de coco.

4.2.1 Plantas obtidas pela fusao de protoplastos

O evento de fusdo de protoplastos envolvendo tangelo ‘Page’ + toranja ‘Lau Tau’

resultou na regeneragao de 17 plantas que foram enxertadas in vitro sobre porta-
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enxerto laranja ‘Hamlin’, devido ao fato de n&o terem desenvolvido sistema radicular
ou, quando desenvolveram, a conexdo da parte aérea com o sistema radicular foi
prejudicada pela formagdo de calo na regido do colo da planta, resultando no
amarelecimento da parte aérea. FU et al. (2003) também encontraram dificuldade em
regenerar raizes na combinacgao intergenérica entre Citrus sinensis e Clausena lansium
mesmo depois da introducdo das plantas em meio RMAN e associaram a recalcitrancia
para formagdo de raizes a assimetria cromossémica, assim como a dupla carga
cromossémica ou mesmo eliminacdo cromossomica.

Foram também obtidas duas plantas da combinagcdo entre tangor ‘Murcote’ e
toranja ‘Ogami’ e uma planta de tangor ‘Murcote’ e toranja ‘Lau Tau’, todas enxertadas
in vitro sobre porta-enxerto laranja ‘Valéncia’. Estas plantas estdo na fase de
aclimatizacdo em sala de crescimento e as analises para confirmagao da hibridagao

ainda nao foram realizadas (Figura 1).
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Figura 1 - Plantas regeneradas em aclimatizacao. a) tangor ‘Murcote’ + toranja ‘Ogami’ (planta 1); b)
tangor ‘Murcote’ + toranja ‘Ogami’ (planta 2); c) tangor ‘Murcote’ + toranja ‘Lau Tau’

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 intermediario
aos parentais e glandulas de 6leo aparentes na face abaxial podem ser comparadas
com os genitores para a comprovagdo da hibridagao (TAKAMI et al., 2004). Estas
caracteristicas sdo esperadas em plantas tetrapldides (2n = 2x = 36), uma vez que

possuem maior numero de cromossomos e, consequentemente, maior volume celular e
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nuclear (GROSSER, GMITTER JUNIOR, 1990a). Todavia, plantas com morfologia
intermediaria tém também sido derivadas de fusbes assimétricas e a regeneragédo de
plantas hibridas somaticas com morfologia idéntica a um dos genitores tem sido
relatada em algumas fusdes simétricas. A morfologia de plantas regeneradas a partir
do mesmo evento de fusdo pode ser diversa, isto €, cada individuo gerado pode ser
morfologicamente distinto do outro (LIU, XU, DENG, 2005).

A analise morfolégica da planta tangelo ‘Page’ + toranja ‘Lau Tau’ resultou em
caracteristicas completamente diferentes dos genitores, com o apice da folha
arredondado e com tamanho reduzido, além da coloragdo verde escura, mesofilo
enrugado e auséncia de peciolo alado, caracteristica presente em ambos os genitores
(Figura 2).
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Figura 2 — Planta regenerada tangelo ‘Page’ + toranja ‘Lau Tau’ (planta 8) a) Planta mantida em casa de
vegetacao, b) Analise de RAPD: Colunas 1 a 3 = ‘primer’ OPA1; colunas 4 a 6 = ‘primer’ OPA2,
colunas 7 a 9 = ‘primer’ OPA3; colunas 10 a 12 = ‘primer’ OPA7, colunas 13 a 15 = ‘primer’
OPAB8; colunas 16 a 18 = ‘primer’ OPA9. Colunas 1, 4, 7, 10 e 13 = tangelo ‘Page’; colunas 2,
5, 8, 11 e 16 = Planta regenerada ‘Page’ + ‘Lau Tau’. Colunas 3, 6, 9, 12 e 15 = toranja ‘Lau
Tau’. L = Ladder 1 kb, c) Morfologia foliar: tangelo ‘Page’ (esquerda), planta regenerada ‘Page’
+ ‘Lau Tau’ (centro) e toranja “Lau Tau’ (direita)

Em Citrus, a selecao de células hibridas pode ser feita pelo cultivo em elevada
concentragao de sacarose (0,6 M), como o citado por OHGAWARA et al. (1985), em
concordancia com a metodologia empregada neste trabalho. GUO; GROSSER (2005)
descrevem que a maioria das plantas regeneradas de experimentos de fus&do somatica
sdo hibridos somaticos tetrapldides, e quando as plantas regeneradas incluem plantas

dipldides semelhantes a um ou a ambos os genitores, as que primeiro regeneram sao
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usualmente hibridos somaticos. Isto sugere que hibridos somaticos s&do mais vigorosos
e tém uma maior capacidade para a embriogénese comparada com regenerantes do
genitor calo embriogénico.

Na analise de citometria de fluxo das suspensdes nucleares obtidas das folhas,
os picos de leitura da quantidade de DNA em G4, apds a coloragdo com DAPI,
resultaram histogramas com resolugéo suficiente para confirmar a ploidia, revelando
que as plantas regeneradas ‘tangelo ‘Page’+ toranja ‘Lau Tau’ (plantas 1, 8, 13 e 17),
tratam-se de individuos dipléides (2x) (Figura 3). Os dados comparativos estao

resumidos na Tabela 3.

File; PB3_072 File: T9_092
G400 1600

5120 1280

50
50

2840 960

counts
counts

2560 40

12804 3204

04 0 - . ; . . ;
0 200 400 500 800 1000 0 200 400 f00 800 1000
DNA -DARI DNA - DAPI

Figura 3 - Histogramas obtidos das analises por citometria de fluxo de suspensdes nucleares de tangelo
‘Page’ + toranja ‘Lau Tau’ (direita) e do padrao dipléide toranja ‘Lau Tau’ (esquerda)
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Tabela 3 - Analises por citometria de fluxo de suspensdes nucleares de folhas de
tangelo ‘Page’ + toranja ‘Lau Tau’ e do genitor ndo embriogénico toranja
‘Lau Tau’, coradas com o fluorocromo DAPI

Planta Canal (G1,G) Index’ Ploidia
estimada
toranja ‘Lau Tau’ (PB 3)° 50 1.00 2
tangelo ‘Page’+ toranja ‘Lau Tau’ (P T8) 50 1.00 2x
tangelo ‘Page’+ toranja ‘Lau Tau’ (P T9) 50 1.00 2x
tangelo ‘Page’+ toranja ‘Lau Tau’ (P T10) 50 1.00 2x
tangelo ‘Page’+ toranja ‘Lau Tau’ (P T11) 50 1.00 2X

"0 index 1.00 foi atribuido ao canal de leitura (50) da planta-padrdo Lau Tau (PB3)
2 Planta-padrao diploide

Segundo CABASSON et al. (2001), a ocorréncia de diploidia nas plantas
regeneradas e semelhanga com um dos genitores pode indicar que se trata de um
clone da planta doadora de protoplastos de calo embriogénico, ou de um hibrido
aloplasmico (possui 0 genoma nuclear de um dos genitores e o citoplasma do outro) ou
cibrido.

LIU et al. (2002) citam que muitas plantas dipldides foram regeneradas apos
fusbes simétricas entre espécies diploides. Estas plantas foram denominadas “tipo
foliar” porque elas eram morfologicamente idénticas a planta doadora de protoplastos
de mesofilo utilizado na fusdo. Analises subseqlentes destas plantas, baseadas em
marcadores moleculares indicaram que elas eram hibridos aloplasmicos ou cibridos. A
maioria destas plantas surgiram a partir de combinagdes interespecificas. Embora
GROSSER et al.(1996); YAMAMOTO; KOBAYASHI (1995) e MORIGUCHI et al. (1996)
tenham afirmado que a formacao de cibridos através de hibridacdo somatica padrao
em Citrus parece ocorrer somente em combinagdes de espécies dentro do género, por
outro lado, LIU et al. (1999) descrevem a produgao hibridos intergenéricos entre
Microcitrus papuana e Citrus sinensis. XU; LIU; DENG (2004) obtiveram plantas
cibridas da combinacéao entre Microcitrus papuana e Citrus aurantium.

A grande maioria dos cibridos ja produzidos sao provenientes de falhas na fusao
nuclear e perda de material genético (GROSSER et al., 1996a). A produgéao de cibridos

a partir de experimentos padréo de hibridacdo somatica pode ser devida ao estagio do
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ciclo celular em que a maioria dos protoplastos de cada parental se encontra no
momento da fusdo nuclear. Se eles se encontrarem em estagios comparaveis do ciclo
celular, a fusdo nuclear pode ser mais eficiente, caso contrario, um nucleo pode ser
excluido (MOREIRA et al., 2000).

Durante muito tempo, acreditou-se que protoplastos provenientes de mesdfilo
foliar ndo apresentavam capacidade regenerativa, mas em trabalhos recentes foi
demonstrado que quando este tipo de protoplasto herda o genoma mitocondrial mt
DNA) de uma célula isolada de calo/suspensdo embriogénica, a capacidade
regenerativa € restabelecida. Este fato sugere que o DNA mitocondrial pode
desempenhar um papel significativo na regeneragdo das plantas (GROSSER et al.,
1996). Adicionalmente, sabe-se que a embriogénese é um processo que necessita de
uma grande quantidade de energia. Se a mitocondria € a fornecedora de energia para
a planta, o resgate das mitocondrias do parental embriogénico pode fornecer a energia
necessaria para a embriogénese (MOREIRA et al., 2002). MOREIRA et al. (2000b)
demonstraram que suspensbes celulares de células embriogénicas de Citrus
apresentam quatro vezes mais mitocéndrias do que suspensdes de células de mesofilo,
0 que implica na transmissao preferencial do mt DNA deste tipo celular aos hibridos
somaticos, devido a relativa abundancia desta organela nas células embriogénicas.
Além disso, alguns trabalhos sugerem que quando a fonte de protoplastos
embriogénicos sao células em suspensao, estas provém a mais competitiva forma de
mitocdndria, sendo preferencialmente herdadas.

Em todos os casos relatados, os cibridos apresentaram morfologia similar ao
parental doador de protoplastos de mesofilo foliar e a analise molecular do genoma
nuclear destas plantas revelou um padréao de bandas muito semelhante ao genitor
foliar, indicando a heranga do genoma nuclear do doador de protoplastos de mesoéfilo
foliar. A analise morfolégica também indicou que o hibrido assemelha-se muito ao
genitor foliar. A composicdo do genoma citoplasmatico das plantas regeneradas
resultou num padrdao de bandas completamente idénticas ao parental embriogénico
tanto para DNA cloroplastidial (cp DNA) quanto mitocondrial (mt DNA). Nenhuma banda
polimdrfica proveniente do genitor foliar pdde ser detectada, possibilitando concluir que

somente o genitor embriogénico teve contribuicdo para a composicdo do citoplasma
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(SAITO et al., 1994; LIU et al., 2002; POLCI; FRIEDRICH, 2004; GUO et al., 2004; LIU;
XU; DENG, 2005)

Comparando-se com o DNA nuclear, o modelo de heranga do DNA mitocondrial
e cloroplastidial é relativamente mais complexo. Para cloroplastos a transmissao
uniparental tem sido predominantemente detectada em muitas combinagdes, nao
importando se sao intergenéricas ou interespecificas. A transmiss&o ao acaso significa
que o DNA cloroplastidial pode ser herdado tanto de protoplastos provenientes de
mesofilo foliar, quanto de células provenientes de calos embriogénicos. Um exemplo
deste fato é descrito por GUO et al. (2004) que obtiveram em trés hibridos somaticos
tetraploides de tangelo ‘Page’ e tangor ‘Murcote’, e cujas andlises moleculares
mostraram que duas foram idénticas ao tangor ‘Murcote’ e uma igual ao tangelo ‘Page’.

A andlise molecular do genoma total de tangelo ‘Page’ + toranja ‘Lau Tau’ foi
realizada com base em marcadores RAPD. Os padrboes de amplificacdo observados no
gel de agarose revelaram identidade entre bandas do genitor embriogénico tangelo
‘Page’ e a planta regenerada tangelo ‘Page’ + toranja ‘Lau Tau' para os primers
selecionados. Estes resultados indicam que a planta regenerada tangelo ‘Page’ +
toranja ‘Lau Tau’ trata-se de um clone de ‘Page’, porém, o aspecto morfoloégico distante
dos genitores gera margem para discussdes. Entretanto, nenhum caso semelhante
pdde ser encontrado como referéncia em trabalhos publicados. Para avaliar se a planta
regenerada apresenta o genoma nuclear de toranja ‘Lau Tau’ e o genoma mitocondrial
de tangelo ‘Page’, analise moleculares mais detalhadas devem ser realizadas
utilizando-se marcadores do tipo RFLP (Restriction Fragment Length polymorphism)
que requerem a hibridizagdo com sondas cloroplastidiais e mitocondriais. Da mesma
forma, para afirmar que a planta regenerada trata-se de um protoclone variante, uma
nova e detalhada analise de RAPD deve ser realizada envolvendo DNA do tangelo

‘Page’ e da planta regenerada, verificando se ha ocorréncia de bandas polimorficas.
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5 CONCLUSOES

Os protocolos utilizados para isolamento, fusdo e cultura de protoplastos, bem
como para a regeneragao e aclimatizagao de plantas permitiram a obtencéo 17 plantas
da combinagdo entre tangelo ‘Page’ e toranja ‘Lau Tau’, duas plantas da combinagao
entre tangor ‘Murcote’ e toranja ‘Ogami’ e uma planta de tangor ‘Murcote’ e toranja ‘Lau

Tau’.
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Composicao dos meios de cultura

. Solugdes estoque de macronutrientes do meio MT (50x)
NH4sNO3

KNO3

MgSO4.7H20

KH,PO4 (monobasico)

K2HPO4 (dibasico)

. Solugodes estoque de micronutrientes do meio MT (100x)
H3BO3

MnSO4.H20

ZnSO4.7H20

Kl

N82MOO4.2H20

CUSO4.5H20

CoCl,.6H,0

. Solugdes estoque de ferro do meio MT (50x)
Na,EDTA
FGSO4.7H20

. Solugoes estoque de vitaminas do meio MT (100x)
Mio-inositol

Tiamina-HCI

Piridoxina-HCI

Acido nicotinico

Glicina

. Solucao estoque de calcio do meio MT (66x)
CaCI2.2H20

. Solugoes estoque de macronutrientes do meio BH3 (100x)
MgSO4

KH,PO4 (monobasico)

KoHPO4 (dibasico)

KCI

. Solugdes estoque de A multivitaminas do meio BH; (100x)
Pantotenato de calcio

Acido ascorbico

Cloreto de colina

Acido p-aminobenzéico

Acido félico

Riboflavina

Biotina

g.L
82,5
95,0
18,5
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8. Solugoes estoque de B multivitaminas do meio BH; (100x)
Retinol (vitamina A)
Colecalciferol (vitamina D3)
Vitamina B2

9. Solugéo estoque de Kl do meio BH3 (100x)
KI

10. Solugoes estoque de acidos organicos do meio BH3 (50x)
Piruvato de sddio
Acido citrico
Acido malico
Acido fumarico
11. Solugdes estoque de agucares do meio BH; (100x)
Frutose
Ribose
Xilose
Manose
Ramose
Celobiose
Galactose
Manitol

12. Solugoes estoque 1 de sais de CPW
KH2PO4
KNO3
MgSO,4
Kl
CuSOy4

13. Solugao estoque 2 de sais de CPW
CaCl,.2H,0

g.100mL"
0,001
0,001
0,002

g.100mL"
0,075

g.100mL"
0,1
0,2
0,2
0,2
g.100mL"
2,5
2,5
2,5
2,5
2,5
2,5
2,5
2,5

g.100mL™
0,2720
1,0000
2,5000
0,0016

0,000025

g.100mL™
1,5
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Meios de cultura

1. EME Regular (0,146M)

S.E. de macronutrientes de MT (50x) 20 mL.L™
S.E. de micronutrientes de MT (100x) 10 mL.L™
S.E. de vitaminas de MT (100x) 10 mL.L™
S.E. de calcio de MT (66x) 15 mL.L™
S.E. de ferro de MT (50x) 20 mL.L"
Sacarose* 50 g.L"

Extrato de malte 0,5 g.L'1
Agar 8 g.L'1

Ajustar o pH para 5,8 com KOH
- Para cultura de calos e células em suspenséo, autoclavar por 20 minutos a 15 psi.
* Para cultura de protoplastos, adicionar a sacarose nas seguintes proporgoes:
para EME 0,6M = usar 205,38 g.L"
para EME 0,7M = usar 239,61 g.L™
para EME 0,8M = usar 273,84 g.L'1, e esterilizar em filtro de 0,2 um.

2H+H

S.E. de macronutrientes de MT (50x) 20 mL.L™
S.E. de macronutrientes de BH3 (100x) 5mL.L"
S.E. de micronutrientes de MT (100x) 10 mL.L"
S.E. de vitaminas de MT (100x) 10 mL.L™
S.E. de calcio de MT (66x) 15 mL.L™
S.E. de ferro de MT (50x) 20 mL.L"
Sacarose 50 g.L"

Extrato de malte 0,5 g.L'1
Glutamina 1,55 g.L'1
Agar 8 g.L'1

Ajustar o pH para 5,8 com KOH
Autoclavar por 20 minutos, a 15 psi

3.BH;

S.E. de macronutrientes de BH3 (100x) 10 mL.L™
S.E. de micronutrientes de MT (100x) 10 mL.L™
S.E. de vitaminas de MT (100x) 10 mL.L™
S.E. de célcio de MT (66x) 15 mL.L™
S.E. de ferro de MT (50x) 20 mL.L™
S.E. de A multivitaminas de BH3 (100x) 2mL.L"
S.E. de B multivitaminas de BH3 (100x) 1 mL.L"
S.E. de Kl de BH3 (100x) 1 mL.L™
S.E. de acucares de BH; (100x) 10 mL.L™
S.E. de acidos organicos de BH3 (50x) 20 mL.L™

Agua de coco 20 mL.L™



Extrato de malte 1 g.L'1

Sacarose”*

Manitol 81,99 g. L
Glutamina 3,14. L

Caseina hidrolisada 0,25g.L™

Ajustar o pH para 5,7 com KOH
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* Adicionar a sacarose nas seguintes proporgoes
para BH; 0,6M = usar 51,35 g. L
para BH3 0,7M = usar 85,56 g.L™
para BH3 0,8M = usar 119,77 g.L", e esterilizar em filtro de 0,2 um.

4. CPW mL.100mL"
S.E. 1 de sais de CPW 1,0
S.E. 2 de sais de CPW 1,0

- Para CPW 13M, adicionar 13 g.100 mL de manitol
- Para CPW 25M, adicionar 25 g. 100mL" de sacarose

Ajustar o pH para 5,8 com KOH
Esterilizar em filtro de 0,2 um

5. Solugao Enzimatica g.40mL'1
Manitol (0,7M) 512
CaCl; (24,5mM) 0,144
NaH2PO4 (0,92mM) 0,0044
MES (6,15mM) 0,048
Celulase a 1% (Onozuka RS) 0,4
Macerase a 1%(R 10) 0,4
Pectolyase Y-23 a 0,2% 0,08
Ajustar o pH para 5,6 com KOH
Esterilizar em filtro de 0,2 um

6. Solugdo de PEG g.100mL™
Polietilenoglicol (PM = 1450) 40,0
CaCl,.2H,0 0,97
Glicose 5,41
Ajustar o pH para 6,0 com KOH
Esterilizar em filtro de 0,2 um

7. Solugao de lavagem “A”

Glicose 7,2 g.100mL"
CaCl,.2H,0 0,97 g.100mL" !
DMSO 10 ml.100mL"™"
Ajustar o pH para 6,0 com KOH

Esterilizar em filtro de 0,2 um

8. Solugio de lavagem “B” g.100mL"
Glicina 2,25



Meios de cultura para redugao osmotica de protoplastos

1.

Meio para indugao de calos em 6vulos abortados

Ajustar o pH para 10,5 com KOH
Esterilizar em filtro de 0,2 um

. Meio 1500

S.E. de macronutrientes de MT (50x)
S.E. de micronutrientes de MT (100x)
S.E. de vitaminas de MT (100x)

S.E. de calcio de MT (66x)

S.E. de ferro de MT (50x)

Sacarose

Extrato de malte

Agar

Ajustar o pH para 5,8 com KOH
Autoclavar por 20 minutos, a 15 psi

Meio 1:1:1

1 parte de BH3 0,6M

1 parte de EME 0,6M

1 parte de EME regular (0,146M)
Ajustar o pH para 5,7

Esterilizar em filtro de 0,2 um

. Meio 1:2

1 parte de BH3 0,6M

2 partes de EME Regular (0,146M)
Ajustar o pH para 5,7

Esterilizar em filtro de 0,2 um

Meio EME Regular (0,146M)
BAP

20 mL.L™
10 mL.L™
10 mL.L™
15 mL.L™
20 mL.L
50 g.L
1,56 g.L"
8g.L"

5 mg.L'1
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