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RESUMO

Isolamento, cultura de protoplastos e regeneracéo de plantas de laranja
doce (Citrus sinensis L. Osbeck)

A regeneracao de plantas, por organogénese ou embriogénese somatica, a partir do
cultivo de células e tecidos vegetais in vitro é a base para a utilizagcdo da biotecnologia
no melhoramento. Realizaram-se estudos com cinco cultivares de laranja doce (Citrus
sinensis L. Osbeck), ‘Péra’, ‘Natal’, ‘Lima Verde’, ‘Hamlin’ e ‘Westin’. Este trabalho
objetivou a avaliacdo da eficiéncia de isolamento de protoplastos das cultivares de
laranja doce; o estudo da eficiéncia de plagueamento em funcéo de cinco densidades
de protoplastos e diferentes meios de cultura e avaliacdo da embriogénese somaética
em funcdo da composi¢cdo dos meios de cultura e concentragéo da fonte de carboidrato.
As solucfes enzimaticas testadas para o isolamento de protoplastos foram: 1. Grosser
e Chandler (1987), composta de 1% de celulase Onozuka RS (Yakult), 1% macerase R-
10 (Yakult Honsha) e 0,2% de pectoliase Y-23 (Seishin); 2. Grosser e Chandler (1987)
modificado, composta de 1% de celulase Onozuka RS (Yakult), 1% macerase R-10
(Yakult Honsha); 3. Solucdo enzimatica composta de 4% de celulase Onozuka R-10
(Yakult), 1% macerase R-10. O plaqueamento dos protoplastos foi realizado em cinco
densidades, 2 x 10%, 5 x 10% 107 2x 10° e 3 x 10° protoplastos . mL™ nos meios de
cultura EME 0,7M, BH3 0,7M e BH3 + EME 0,7M em auséncia de luz, a 25 £+ 1 °C. A
solucéo enzimatica 2 proporcionou um maior rendimento no isolamento de protoplastos
das cultivares ‘Hamlin’, ‘Natal’ e ‘Pera’ e solugéo enzimatica 1 foi melhor para a cultivar
‘Westin’. A eficiéncia final de plagueamento avaliada aos 90 dias foi superior nas
densidades de de 3 x 10° e 2 x 10° protoplastos. mL™ para as cultivares ‘Hamlin’, ‘Natal’
e ‘Lima Verde’, e na densidade de 2 x 10°> e 10° protoplastos. mL™ para a cultivar
‘Westin’. A inducdo da embriogénese somatica ocorreu em meio de cultura MT
modificado com 500 mg.L™ de extrato de malte, acrescido de sacarose, galactose,
glicose, sorbitol, lactose e maltose, nas concentracdes de 18, 37, 75, 110 e 150 mM a
temperatura de 27 °C. A formacdo de embrides somaticos variou com o0 genotipo,
sendo a cultivar ‘Lima Verde’ e ‘Westin’ apresentaram menor numero de embrides
somaticos. As melhores fontes de carboidratos foram a maltose, seguida pela lactose
nas concentracdes de 37 e 75 mM para a cultivar ‘Péra’, 37 mM para a cultivar ‘Natal’ e
37,75 e 110 mM para a cultivar ‘Hamlin’.

Palavras — chaves: Citrus sinensis; Cultura de tecidos vegetais; Protoplastos:
embriogénese soméatica
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ABSTRACT

Isolation, protoplast culture and regeneration of sweet orange (Citrus sinensis L.
Osbeck)

Plant regeneration, by organogenesis or somatic embryogenesis from cell cultures
and in vitro plant tissue culture is the basis for the use of biotechnology in plant
breeding. Studies were conducted with five cultivars of sweet orange (Citrus sinensis L.
Osbeck), ‘Péra’, ‘Natal’, ‘Lima Verde’, ‘Hamlin’ and ‘Westin’. This work aimed to evaluate
the isolation efficiency of protoplasts, to evaluate platting efficiency of protoplasts based
on five densities of cells and different culture media and to evaluate somatic
embryogenesis based on culture medium composition and concentration. The enzymatic
solutions tested were: 1. Grosser and Chandler (1987): 1% de cellulase Onozuka RS
(Yakult), 1% macerase R-10 (Yakult Honsha) and 0,2% de pectoliase Y-23 (Seishin); 2.
Grosser and Chandler (1987) modified: 1% de cellulase Onozuka RS (Yakult) and 1%
macerase R-10 (Yakult Honsha); 3. Enzimatic solution containing 4% cellulase Onozuka
R-10 (Yakult) and 1% macerase R-10. Protoplasts were cultured at densities of 2 x 10%;
5 x 10% 10° 2 x 10 e 3 x 10° protoplasts.mL™ in EME 0,7M, BH3 0,7M and BH3 + EME
0,7M, in the dark, at 25 £ 1 °C. The enzymatic solution 2 provided higher yield for the
cultivars ‘Hamlin’, ‘Natal’ and ‘Péra’, and enzymatic solution 1 resulted in better
protoplast isolation for cultivar ‘Westin’. Final platting efficiency, evaluated 90 days after
culture, was higher at the densities of 3 x 10> e 2 x 10° protoplasts.mL™ for ‘Hamlin’,
‘Natal’ and ‘Lima Verde’, and at the density of 2 x 10° e 10° protoplasts.mL™ for ‘Westin’.
Somatic embryogenesis stimulation occurred in cultured medium MT (MURASHIGE
AND TUCKER, 1969) modified with 500 mg. L™ of malt extract, supplemented with
sucrose, galactose, glucose, maltose, lactose and sorbitol at concentrations of 18, 37,
75, 110 and 150 mM, at 27 + 1 °C. Somatic embryos produced varied with the genotype,
the smaller number of somatic embryos was observed in cultivars ‘Lima Verde' and
‘Westin’. The best source of carbohydrate were maltose, followed by lactose at
concentrations of 37 and 75 mM for cultivar ‘Péra’, 37 mM for cultivar ‘Natal’, and 37, 75
and 110 mM for cultivar ‘Hamlin’.

Key words: Citrus sinensis; Plant tissue culture, Protoplast; Somatic embryogenesis
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1 INTRODUCAO

Em um periodo de 10 anos analisados, de 1993/95 a 2003/2005, a receita
mundial com exportacdes de frutas cresceu 62%. Esse aumento se deve também a
abertura de novos mercados consumidores, maior rapidez nos meios de distribuicéo,
permitindo a entrega de um produto de qualidade e sem danos, e precos cada vez mais
atrativos e acessiveis (VITTI, 2007).

O Brasil esta inserido dentro deste contexto, cuja participacdo no mercado
externo tem aumentado consideravelmente, resultado da combinagdo entre avancos
tecnologicos do setor produtivo e novos mercados consumidores. Mesmo com a crise
financeira que afetou a economia norte-americana e européia, e as incertezas que tal
crise poderia trazer para o setor, o Brasil manteve em 2008 uma rentabilidade positiva.
As exportacdes de frutas em 2008 mantiveram-se entre US$ 650 a US$ 700 milhdes de
dolares, representando um crescimento por volta de 5% em relacdo ao montante de
2007, porém inferior ao avan¢o observado em 2007, que foi de 35% frente a 2006
(BOTEON, 2008).

As frutas citricas estdo entre as principais categorias responsaveis pelo
crescimento da fruticultura nacional. A citricultura constitui importante segmento na
estrutura soécio-econdmica do Brasil, podendo ser caracterizada como uma das mais
tipicas atividades agroindustriais do pais. A importancia brasileira como produtor de
citros estd embasada principalmente na laranja. O Brasil € o maior produtor de laranja
do mundo e o maior produtor e exportador mundial de suco concentrado de laranja
(FAO, 2009; IBGE, 2009). O cultivo de frutas citricas é feito em todas as regides do
pais, com destaque para os estados de Sado Paulo, Bahia, Sergipe e Minas Gerais
(IBGE, 2009). A citricultura brasileira, sobretudo a paulista, € expressiva por apresentar
alguns pontos fortes como um custo de producdo competitivo e um parque industrial
desenvolvido e atuante.

Apesar da alta posicdo da citricultura brasileira em relagdo a produgédo, e do
constante incremento da area cultivada de citros no Brasil, a cultura ainda apresenta
baixa produtividade quando comparada com outros paises produtores (MACHADO et
al., 2005). A produtividade dessa cultura tem sido afetada por problemas fitossanitarios
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e a auséncia de um maior numero de variedades de copa e porta-enxerto com
caracteristicas horticulturais desejaveis incluindo resisténcia a doencas. A obtencao de
variedades melhoradas quanto a tolerancia a problemas fitossanitarios auxiliaria no
desenvolvimento da citricultura. Dentre os varios fatores que afetam a produtividade,
aqueles relacionados a doencas como o cancro citrico, gomose de Phytophthora,
clorose variegada dos citros (CVC) e tristeza (CTV) sado os mais relevantes. Outros
problemas que afetam o rendimento de pomares ndo somente no Brasil, mas também
em varios outros paises, incluem o declinio e fatores abibticos, como estresse por
deficiéncia hidrica (COSTA; MENDES; MOURAO FILHO, 2003). Mais recentemente,
outra doenca se tornou uma grande ameaga aos pomares paulistas o huanglongbing
(HLB), também conhecida por greening, cujo agente causal € a bactéria Candidatus
Liberibacter spp. que se desenvolve no floema, obstruindo-o e impedindo a distribuigéo
da seiva. Em S&o Paulo, foram constatadas duas formas da bactéria, a Candidatus
Liberibacter asiaticus e a Candidatus Liberibacter americanus (FUNDECITRUS, 2009).

Muitas pesquisas de melhoramento genético das variedades tém sido
desenvolvidas e a maioria delas busca novas fontes de resisténcia e tolerancia a pragas
e doencas. No entanto, existem dificuldades para os programas de melhoramento
tradicional para obtencédo destas variedades devido a aspectos da biologia reprodutiva
do género Citrus, tais como, o longo periodo de juvenilidade, a presenca de embrides
nucelares (poliembrionia), incompatibilidade, esterilidade sexual, e alta heterozigose
(GROSSER; GMITTER JUNIOR, 1990; OLIVARES-FUSTER et al., 2005).

A necessidade de ampliacdo da base genética atual dos citros, assim como a
potencializacdo de germoplasma ja existente, imp8e a necessidade de desenvolver
programas de melhoramento, e a biotecnologia pode contribuir no ganho ou melhoria de
caracteristicas desejaveis (MACHADO et al. 2005). O melhoramento classico recebeu
como ferramentas auxiliares diversas técnicas baseadas no cultivo de tecidos vegetais
in vitro e biologia molecular.

Os instrumentos da biologia celular e molecular de plantas tém permitido a
manipulacéo da célula vegetal, controlando a sua morfogénese e desenvolvimento in

vitro, regenerando plantas com diferentes caracteristicas, incluindo aquelas para as
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quais foram transferidos genes especificos, as plantas transgénicas (CROCOMO,
2003).

Dentre as ferramentas biotecnoldgicas, destacam-se a hibridacdo somatica via
fusdo de protoplastos, transformacao genética, cultura de tecidos e a biologia molecular
(GROSSER; GMITTER JUNIOR, 1990). A regeneracéo de plantas, por organogénese
ou embriogénese somatica, a partir do cultivo de células e tecidos vegetais in vitro, € a
base para a utilizacdo da biotecnologia no melhoramento (GMITTER JUNIOR et al.,
1992).

As pesquisas sobre protoplastos abriram amplas possibilidades para o
melhoramento genético das espécies citricas (CRISTOFANI, 1991; MOURAO FILHO et
al., 1996). Protoplastos sdo células desprovidas de parede celular. A auséncia de
parede faz dos protoplastos um sistema 0til para diversos estudos. Os protoplastos vém
sendo utilizados no melhoramento de espécies de interesse agrondmico para obtencao
de plantas transgénicas, de hibridos sométicos e de mutantes ou variantes somaclonais
(CARNEIRO et al., 1998).

Os tecidos vegetais cultivados in vitro possuem capacidade para formar gemas,
raizes ou embribes somaticos. Essa habilidade de regeneracédo das células e tecidos
vegetais € chamada de totipoténcia, ou seja, as células sdo autbnomas e tém
capacidade de regenerar plantas quando submetidas a tratamentos adequados, o que é
fundamental para manipulacdo genética e programas de melhoramento.

Um processo que constitui um exemplo da totipotencialidade das células
vegetais é a embriogénese somatica. A embriogénese somatica consiste na
regeneracdo de plantas no cultivo in vitro, na qual células somaticas ou haploides
desenvolvem-se por meio de diferentes estadios embriogénicos, formando estruturas
semelhantes a embrides zigbticos, sem que haja fusdo de gametas.

Dessa maneira, este trabalho apresenta os seguintes objetivos: 1) Avaliar a
eficiéncia de isolamento de protoplastos de diferentes cultivares de laranja doce; 2)
Estudar a eficiéncia de plagueamento em funcdo de diferentes concentragbes de
protoplastos e diferentes meios de cultura; e 3) Avaliar a embriogénese somatica em
funcdo da composicdo dos meios de cultura e concentragcbes das fontes de

carboidratos.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Aspectos gerais do género Citrus e da citricultura brasileira

As espécies citricas pertencem a familia Rutaceae; subfamilia Aurantioideae;
tribo Citreae; com 28 géneros, incluindo o género Citrus e seus géneros relacionados,
como Fortunella, Poncirus, Eremocitrus, Microcitrus e Clymenia; e subtribo Citrinae
(NICOLOSI, 2007).

Tal subtribo apresenta 13 géneros e 65 espécies, com as principais espécies de
interesse comercial, como as do género Citrus, Fortunella e Poncirus. A classificacdo
das espécies quanto ao género Citrus é motivo de divergéncias entre os estudiosos do
assunto, porém, o sistema de classificagdo mais utilizado foi proposto por Swingle
(1943), que reconhece 16 espécies, dentre as quais estdo as espécies de laranja doce
(Citrus sinensis L. Osbeck), tangerinas (C. reticulata Blanco, C. clementina hort. ex.
Tan., C. tangerina hort. ex. Tan ) e limdes (C. limon L. Burm, f.) (SWINGLE; REECE,
1967). As espécies desse género possuem um conjunto basico cromossémico x = 9,
sendo que a condicdo mais frequente do género é a diploidia (2n = 2x = 18), embora
haja relatos que existam alguns individuos tripléides e tetrapléides (ARAUJO; ROQUE,
2005).

Diferentes hip6teses tém sido formuladas sobre a origem histérica e geogréfica
dos citros. Porém, parece que todas as espécies pertencentes ao género Citrus e
demais géneros relacionados originaram-se nas regides tropicais e subtropicais do
sudeste da Asia — noroeste da india, sudeste da China, peninsula Indochinesa — e
arquipélago Malaio, e assim, distribuiram-se por outros continentes (WEBBER, 1967;
CHAPOQOT, 1975; NICOLOSI, 2007).

As plantas citricas séao cultivadas em diferentes regiées do mundo, sendo que a
exploracdo comercial concentra-se, predominantemente, nas regibes tropicais e
subtropicais, entre as latitudes de 20° e 40° dos hemisférios norte e sul, onde os
regimes térmicos e hidricos sdo mais satisfatérios (SENTELHAS, 2005).

As plantas citricas chegaram ao Brasil durante a primeira metade do século XVI,

trazidas pelos portugueses nas expedicdes colonizadoras, e se espalharam por todo o
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pais devido as boas condicdes de cultivo (SWINGLE; REECE, 1967; SOOST,;
CAMERON, 1975; DONADIO; MOURAO FILHO; MOREIRA, 2005).

Dentre os produtos da fruticultura brasileira, as frutas citricas ocupam o primeiro
lugar. A citricultura constitui importante segmento na estrutura soécio-econémica do
Brasil, podendo ser caracterizada como uma das mais tipicas atividades agroindustriais
do pais. A importancia do Brasil como produtor de citros estd embasada principalmente
na laranja. O Brasil € o maior produtor de laranja do mundo e o maior produtor e
exportador mundial de suco concentrado de laranja (FAO, 2009; IBGE, 2009).

A producao brasileira na safra de 2008 foi de 18.394.719 toneladas, enquanto
qgue na safra de 2009 é esperada uma producdo de 18.544.357 toneladas, havendo
uma variacao positiva de 0,8 %. A area colhida de laranja no Brasil na safra de 2008 foi
de 833.409 ha, e na safra de 2009 estima-se ser colhida uma area de 841.878 ha, com
variacdo positiva de 1,0 % (IBGE, 2009). De acordo com o Instituto Brasileiro de
Estatistica e Geografia - IBGE (2008), apds um levantamento sistematico da producéo
agricola em setembro de 2009, o rendimento médio da producédo de laranja na safra de
2008 foi de 22.072 Kg/ha, e na safra de 2009 foi de 22.022 Kg/ha.

O cultivo de frutas citricas é feito em todas as regides do pais, no entanto o
estado de Sao Paulo é responséavel por cerca de 81% da producdo nacional de citros,
dominando a produgao de laranjas, lima acida ‘Tahiti’ e tangerinas. Os demais estados
produtores que se destacam sdo Bahia, Sergipe, Minas Gerais e Parand (BOTEON,
NEVES; 2005). A citricultura brasileira, sobretudo a paulista, se destaca por apresentar
alguns pontos fortes como um custo de producdo competitivo e um parque industrial
desenvolvido e atuante.

A cadeia citricola brasileira, principalmente a paulista, tem como foco principal a
producdo e comercializacdo industrial da laranja, voltada principalmente para a
exportacdo de suco concentrado e congelado (FCOJ — Frozen Concentrated Orange
Juice), como é conhecido no mercado internacional. Na producdo de suco, 98% do
volume sédo vendidos ao mercado internacional, com a maior parte sendo engarrafada
pelas empresas européias e norte-americanas (BOTEON; NEVES, 2005). O suco de
laranja é exportado principalmente para os Estados Unidos e paises da Unido Européia,
além do Japéo e outros 45 paises (DONADIO; MOURAO FILHO; MOREIRA, 2005).



23

Deste modo, apesar da cadeia produtiva da citricultura em todo o mundo ser uma
das mais dindmicas e rentaveis atividades, fica claro que € uma das cadeias produtivas
gue tém mais enfrentado problemas para garantir uma boa produtividade e precos
satisfatorios. A produtividade dessa cultura tem sido afetada por problemas
fitossanitérios e pela auséncia de maior nimero de variedades de copa e porta-enxerto
com caracteristicas horticulturais desejaveis incluindo resisténcia a doencas. A
obtencdo de variedades melhoradas quanto a tolerancia a problemas fitossanitarios
auxiliaria no desenvolvimento da citricultura. Dentre os varios fatores que afetam a
produtividade, aqueles relacionados a doencas como 0 cancro citrico, gomose de
Phytophthora, clorose variegada dos citros (CVC) e tristeza (CTV) sdo 0s mais
relevantes. Outros problemas que afetam o rendimento de pomares ndo somente no
Brasil, mas também em varios outros paises, incluem o declinio e fatores abiéticos,
como estresse ocasionado por deficiéncia hidrica (COSTA; MENDES; MOURAO
FILHO, 2003). Mais recentemente, outra doenca que se tornou uma grande ameaca
aos pomares paulistas € o HLB ou greening, cujo agente causal é a bactéria Candidatus
Liberibacter spp., que se desenvolve no floema, obstruindo-o e impedindo a distribuigéo
da seiva (FUNDECITRUS, 2009).

2.2 Genética, melhoramento e biotecnologia

O Brasil possui posicdo destacada nas pesquisas com citros, e tém contribuido
de forma significativa nos estudos de algumas doengcas como a tristeza dos citros,
cancro citrico, leprose, declinio, gomose e clorose variegada dos citros (DONADIO;
MOURAO FILHO; MOREIRA, 2005). Mais recentemente, os esfor¢os nas pesquisas e
estudo estéo voltados para o huanglongbing ou greening.

O melhoramento genético em citros é dividido em duas categorias: o0
melhoramento para variedades copa e o melhoramento para variedades de porta-
enxerto, cada uma com objetivos especificos (POMPEU JUNIOR, 1991).

No melhoramento para variedades copa, o0 destaque deve ser dado para
caracteristicas como produtividade, adaptacdes a condi¢cdes climéaticas adversas e

condicbes de solo, caracteristicas dos frutos (aparéncia externa, tamanho e forma,
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qualidade e quantidade do suco, como sabor, cor, relacdo entre soélidos sollveis e
acidez desejavel), qualidade pds-colheita, resisténcias a pragas e doencas, e producao
de frutos sem sementes ou com baixo nimero de sementes (TEOFILO SOBRINHO et
al., 1978, KHAN E KENDER, 2007).

Para o melhoramento de variedades porta-enxerto enfoca-se além da resisténcia
a pragas e doencgas, a tolerancia a adversidades climaticas e edaficas (GROSSER et
al., 1998). Além dessas caracteristicas, € objetivo também do melhoramento de porta-
enxerto a apomixia, aumento na produtividade, reducdo do tamanho das arvores,
resolucao de problemas entre unido de copa/porta-enxerto, melhoramento na qualidade
de frutos e grande producao de sementes (KHAN E KENDER, 2007).

Muitas pesquisas de melhoramento genético de variedades tém sido
desenvolvidas, buscando a maioria delas certa tolerancia a pragas e doencas
(TOZATTI, 2006). Entretanto, existem dificuldades para o0s programas de
melhoramento tradicional para obtencdo destas variedades devido a aspectos da
biologia reprodutiva do género Citrus, tais como, o longo periodo de juvenilidade, a
presenca de embrides nucelares (poliembrionia), incompatibilidade, esterilidade sexual,
e alta heterozigosidade (GROSSER; GMITTER JUNIOR, 1990; OLIVARES-FURTER et
al., 2005).

A embrionia nucelar ou apomixia, processo em que os embrides sdo originados a
partir de células do tecido do 6vulo, sem que haja fusdo de gametas, € vista como um
dos maiores problemas no melhoramento genético via hibridacdo sexual em citros, ja
gue os embrides nucelares competem com o0s embrides zig6ticos por espaco e
nutrientes nas sementes. A conseqliéncia direta da apomixia € a poliembrionia, que
consiste na presenca de mais de um embrido nas sementes. O efeito mais marcante da
poliembrionia estd na auséncia ou na producdo de poucas plantas hibridas em
cruzamentos controlados (GROSSER; GMITTER JUNIOR, 1990).

A alta heterozigosidade presente na maioria das formas de citros é devido aos
seguintes fatores: mutacdo génica frequente, polinizacdo cruzada e embrionia nucelar
(MACHADO et al., 2005). A embrionia nucelar preserva a heterozigose, originada por

hibridagcdo e mutacdo, favorecendo o acumulo de genes mutantes recessivos e
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deletérios, diminuindo assim, o sucesso da reproducdo por hibridacdo sexual
(MACHADO et al., 2005).

A partenocarpia, desenvolvimento de frutos sem que haja a fertilizacédo levando a
formacdo de frutos sem sementes, ocorre em citros devido a esterilidade gamética ou
auto-incompatibilidade que tém sido, juntamente com a triploidia, as principais causas
do aparecimento de frutos sem sementes (GROSSER; GMITTER JUNIOR, 1990).

O longo periodo juvenil na maioria das espécies de citros leva de 5 ou mais anos
para a primeira floracdo e de 10 a 15 anos para avaliacdo das caracteristicas de
producéo e qualidade dos frutos (GROSSER; GMITTER JUNIOR, 1990). Isso torna o
melhoramento de citros atividade de longo prazo e caro, além de exigir grandes
extensdes de terra (DAVIES; ALBRIGO, 1994).

Para que o pais se mantenha numa posicédo de destaque, torna-se necessaria a
obtencao de plantas com elevado potencial genético e livre de patégenos, possibilitando
0 aumento da produtividade. A necessidade de ampliacdo da base genética atual dos
citros, assim como a potencializacdo de germoplasma ja existente, impde a
necessidade de desenvolver programas de melhoramento, e a biotecnologia pode
contribuir no ganho ou melhoria de caracteristicas desejaveis (MACHADO et al. 2005).
O melhoramento classico recebeu como ferramentas auxiliares diversas técnicas
baseadas no cultivo de tecidos vegetais e biologia molecular.

A cultura de tecidos e células surgiu como uma técnica auxiliar no processo de
melhoramento genético das espécies citricas. A cultura de tecidos vegetais compreende
um conjunto de técnicas nas quais um explante (célula, tecido ou 6rgéo) é isolado e
cultivado sob condi¢cBes de plena assepsia em meio de cultura, sendo o principio basico
a totipotencialidade das células, ou seja, qualguer célula no organismo vegetal contém
toda a informagdo genética necessaria a regeneracdo de uma planta completa
(PASQUAL, 2001).

Os primeiros trabalhos de cultura de tecidos em citros iniciaram-se na década de
50. O enfoque era principalmente na producéo de embrides nucelares in vitro a partir de
espécies monoembridnicas com o objetivo de produzir plantas isentas de viroses. Em
seguida, a obtencado de calos nucelares foi intensificada com a finalidade de conseguir
embrides somaticos em grandes quantidades a partir desses calos (CRITOFANI, 1991).
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Os instrumentos da biologia celular e molecular de plantas tém permitido a
manipulacdo da célula vegetal, controlando a sua morfogénese e desenvolvimento in
vitro, regenerando plantas com diferentes caracteristicas, incluindo aquelas para as
guais foram transferidos genes especificos, as plantas transgénicas (CROCOMO,
2003). Surge entdo o conceito de Biotecnologia Vegetal, que se refere a um conjunto
amplo de tecnologias habilitadoras e potencializadoras envolvendo a utilizagéo,
alteracdo controlada e a otimizacdo de organismos vivos ou suas partes funcionais,
células ou moléculas para a geracdo de produtos, processos e servicos, 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).

Dentre as ferramentas biotecnoldgicas destacam-se a hibridacdo somatica via
fusd@o de protoplastos, transformacao genética, cultura de tecidos e a biologia molecular
(GROSSER; GMITTER JUNIOR, 1990). A regeneracéo de plantas, por organogénese
ou embriogénese somatica, a partir do cultivo de células e tecidos vegetais in vitro, é a
base para a utilizacdo da biotecnologia no melhoramento de espécies citricas
(GMITTER JUNIOR et al., 1992).

As pesquisas sobre protoplastos abriram amplas possibilidades para o
melhoramento genético das espécies citricas (CRISTOFANI, 1991; MOURAO FILHO et
al., 1996).

2.3 Protoplastos

Protoplastos sdo células vegetais desprovidas de parede celular. As células
vegetais nessa condi¢cdo podem ser manipuladas a semelhancga de células animais e
microorganismos. E um estado transitorio da célula obtido em laboratério, conservando-
se ainda as potencialidades de células vegetais completas (CARNEIRO et al., 1998).

A auséncia de parede faz dos protoplastos um sistema util para diversos
estudos, tais como, extracdo de organelas celulares, transferéncia génica por
transformacdo genética e producdo de novos gendtipos por hibridacdo somatica
(FUNGARO E VIEIRA, 1989). Os protoplastos vém sendo utilizados no melhoramento
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de espécies de interesse agrondmico para obtencdo de plantas transgénicas, de
hibridos somaticos e de mutantes ou variantes somaclonais (CARNEIRO et al., 1998).

Protoplastos de plantas sdo obtidos tanto de tecidos intactos (ponta de raiz,
epiderme, coleoptilo, e mesdfilo foliar) quanto de culturas de calos e suspensodes
celulares, e séo isolados tanto por meios mecénicos, através de corte fino de tecidos
plasmolisados; quanto por meios quimicos (VASIL, 1979). Os tecidos do mesofilo foliar
serviram como fonte de células para o primeiro “sistema de protoplastos” no qual
culturas in vitro de protoplastos resultaram em plantas funcionais (TAKEBE et al., 1971).
A maioria dos “sistemas de protoplastos” reportados subseqtientemente foi derivada do
mesofilo foliar ou de outros tecidos totalmente diferenciados (VASIL, 1979).

Normalmente, um contato intimo é mantido entre a membrana plasmatica e a
parede celular, desde que essa membrana esteja envolvida na sintese da parede
celular vegetal. Entretanto, em soluc¢des hipertdbnicas, a membrana das células se
contrai, separando-se de suas paredes celulares. Subseqiientemente, ha a remocao
dessas estruturas, liberando grandes populacbes de protoplastos esféricos e frageis
osmoticamente (células “nuas”), em que a membrana plasmatica € a unica barreira
entre o citoplasma e o ambiente externo (DAVEY et al., 2005). Quando fornece um
estimulo fisico e quimico ao protoplasto, teoricamente sdo capazes de regenerar uma
nova parede celular e ocorrer sucessivas divisbes mitéticas para produzir células filhas
através das quais plantas serdo regeneradas (DAVEY et al., 2005).

As primeiras pesquisas envolvendo o estudo da regeneracao de plantas citricas
a partir de protoplastos foram realizadas no inicio da década de 70, quando Kochba et
al. (1972) relataram a producéo de calos embriogénicos de laranja a partir da cultura de
ovulos. O primeiro isolamento de protoplastos de citros foi relatado por Vardi et al.
(1975) com a utilizagdo de laranja ‘Shamouti’ (Citrus sinensis). Os autores isolaram
protoplastos totipotentes, os quais, cultivados em meios de cultura apropriados,
permitiram a obtencdo de calos e a recuperacdo de embrides. A partir disso, foram
varios os protocolos propostos para isolamento de protoplastos de citros. Embora
algumas generalizacdes para obtencéo de protoplastos possam ser feitas, as condigdes
necessarias para isolamento podem variar de espécies para especie e até mesmo de

variedade para variedade (COSTA, 2002). Os principais fatores que determinam a
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eficiéncia de isolamento de protoplastos estdo relacionados ao genoétipo, estado
fisiolégico das células, tipo e concentracdo de enzimas e estabilizadores osmoticos,
tempo de incubacdo na solucdo enzimatica, agitacdo, luminosidade e temperatura
(CARNEIRO et al., 1998). Varios parametros, particularmente a fonte de tecidos, meio
de cultura, e fatores ambientais, influenciam a viabilidade dos protoplastos e células
derivadas de protoplastos expressarem sua totipoténcia e se desenvolverem em plantas
férteis (DAVEY et al., 2005).

O estado fisiologico da fonte de tecidos influencia a liberacdo de protoplastos
viaveis. Ademais, variacfes sazonais, as quais afetam a reprodutibilidade do isolamento
de protopalstos de plantas cultivadas em estufas ou casas de vegetacdo, podem ser
efetivamente eliminadas usando brotacdes crescidas in vitro, plantulas e suspensoes
celulares embriogénicas (DAVEY et al., 2005).

Procedimentos mecanicos de isolamento de protoplastos que envolvem o fino
corte de tecidos plasmolisados sdo raramente empregados atualmente para o
isolamento de protoplastos, mas sdo Uteis com células grandes e quando requer um
namero limitado de protoplastos (DAVEY et al., 2005). Porém, o que € mais usual € a
digestdo enziméatica da parede celular, principalmente, quando séo requeridas grandes
populacdes de protoplastos.

A parede celular de vegetais € constituida basicamente de celulose, unidas em
microfibrilas. Essa organizacdo de moléculas de celulose € preenchida por uma matriz
de moléculas néo celuldsicas, que sao a hemicelulose e a pectina (RAVEN et al., 2001).
Enquanto as fibras de celulose e hemicelulose dao rigidez a parede celular, limitando
sua extensibilidade, as fibras de pectina mantém juntas as células adjacentes, além de
conferir propriedades plasticas ou de flexibilidade & parede celular, condicdo necessaria
a sua expansao (RAVEN et al., 2001).

Embora os constituintes basicos sejam 0os mesmos, a composicao da parede
celular vegetal varia muito entre as espécies vegetais, e até mesmo entre os tecidos da
mesma planta, o que requer a definicdo de um sistema especifico para a digestdo da
parede (CARNEIRO et al., 1998). No processo de obtencdo de protoplastos, a selecéo

das enzimas que serdo usadas para a digestdo da parede celular e a adequacédo de
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suas concentracdes sdo muito importantes para se obter uma quantidade elevada de
protoplastos viaveis.

Foi com a liberac&o de protoplastos a partir da degradacao enzimatica natural da
parede celular durante o amadurecimento de frutos, que estimularam investigacoes, ha
mais de quatro décadas (COCKING, 1960).

Com o aperfeicoamento da técnica de digestdo enzimatica da parede celular,
tornou-se possivel o isolamento de protoplastos viaveis, virtualmente de qualquer tecido
vegetal (COCKING, 1960). Solucbes enzimaticas constituidas de celulases e
pectoliases é o0 método mais usado para degradacédo da parede celular (CARNEIRO et
al., 1998).

As enzimas celuloliticas, hemiceluloliticas e pectoceluloliticas séo isoladas de
microorganismos simbioticos, parasitas ou saprofiticos que degradam naturalmente a
parede celular vegetal. As preparagdes comerciais das enzimas constituem-se de
fracOes parcialmente purificadas de extratos destes microrganismos.

As enzimas mais usadas nos protocolos de isolamento de protoplastos,
principalmente de Citrus, sdo as seguintes: celulase Onozuka R10 ou RS, extraida de
Tricoderma viridae, que possui duas importantes atividades celuloliticas,
descristalizacdo de cadeias e despolimerizacédo da celulose; a pectinase Macerozyme
R10, isolada de Rhizopus sp., que tem uma atividade endo-poligalacturonase,
desdobrando assim a pectina; a celulase driselase, do fungo Irpex lacteus, que possui
atividade pectinolitica e celulolitica e a pectinase Pectolyase Y-23 (CARNEIRO et al.,
1998).

Takebe et al. (1968) isolaram protoplastos a partir de folhas de tabaco em duas
etapas de digestdo. Primeiramente, as células foram submetidas a digestdo com
Macerozyme R-10, que separa as células, seguido de celulase para remover suas
paredes. Tal procedimento foi simplificado posteriormente por Power e Cocking (1970),
que reduziram o tempo de digestao utilizando uma combinacao de celulase e pectinase
em uma Unica etapa.

Benedito et al. (2000), estudando a calogénese, embriogénese somatica e
isolamento de protoplastos em variedades de laranja doce, afirmaram que calos de

citros sdo muitas vezes recalcitrantes a digestdo da parede celular o que dificulta o
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isolamento de protoplastos. Dessa maneira, diversos fatores estdo envolvidos neste
processo, como tipo e concentragdo das enzimas digestivas utilizadas, o potencial
osmotico da solucdo de isolamento e a estrutura fisica da parede das células dos calos
em estudo. A maximizacdo do isolamento € uma etapa fundamental na adequacao das
técnicas que utilizam os protoplastos como a hibridacdo somatica.

Uchimiya e Murashige (1974) verificaram que 0,2% (p/v) de Macerozyme é a
concentracdo 6tima, em combinacdo com 1% (p/v) de Celulase Onozuka R-10, para
obtencédo de protoplastos de cultura de células de fumo. Em feijdo (Phaseolus vulgaris)
foram obtidos protoplastos de mesofilo foliar utilzando-se as enzimas: celulase 0,2%,
driselase 0,05% e macerozyme 0,02% (CREPY et al. 1986).

Vasil et al. (1983) isolaram protoplastos de suspenséo celular originadas a partir
de calos embriogénicos de inflorescéncias de capim elefante, sendo o tratamento 2,5%
de celulase R-10 o mais eficiente. Timbé (2007) submeteu trés tipos de fontes de
material vegetativo de capim-elefante (Pennisetum purpureum) a oito tratamentos com
solucbes enzimaticas diferentes para obtencdo de protoplastos, e demonstrou que as
solucbes enzimaticas compostas de 1% celulase R-10, 0,2% Macerozyme e 0,1%
Driselase e 2% Celulase R-10, 2% Macerozyme e 0,1% Driselase foram as que
isolaram maiores nimeros de protoplastos viaveis.

Para citros, Costa et al. (2002) avaliaram o efeito de trés solu¢des enziméticas no
isolamento de protoplastos para diversas espécies e cultivares citricas, verificando a
influéncia das espécies e cultivares e da solugcdo enzimatica no isolamento de
protoplastos. Os resultados demonstraram que a solugcédo enzimética composta de 1%
de celulase Onozuka RS, 1% de macerase R-10, e 0,2% de pectoliase Y-23 possibilitou
maior rendimento no isolamento de protoplastos da maioria das variedades testadas,
exceto para o limdo ‘Cravo’ em que o melhor rendimento foi obtido na solugao
enzimatica composta de 1% de celulase Onozuka R-10, 0,2% de macerase R-10, e
0,1% de driselase, e para as laranjas ‘Valéncia’ e ‘Succari’, que apresentaram maiores
rendimentos na solu¢do enzimatica composta de 0,2% de celulase Onozuka R-10, 0,3%
de macerase R-10, e 0,1% de driselase.

A mesma concluséo de que as cultivares e a composi¢ao da solugdo enzimatica

influenciam no rendimento no isolamento de protoplastos foi comprovada por Benedito
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et al. (2000) ao testar também trés solu¢des enzimaticas no isolamento de protoplastos
a partir de calos embriogénicos de seis cultivares de laranja doce. A solu¢do enzimatica
composta de celulase 1%, macerase 1% e de pectoliase 0,2%, proposta por Grosser e
Gmitter Junior (1990) foi a mais adequada para o isolamento de protoplastos a partir de
calos embiogénicos das cultivares de laranja doce estudadas.

Nas solucdes enzimaticas também séo adicionados estabilizadores osméticos do
meio de cultura e de membranas para manter os protoplastos integros e tampdes para
evitar alteracdes de pH (COSTA, 2001). Os principais estabilizadores osmoticos
utilizados séo o manitol, sorbitol, sacarose, glicose, galactose e celobiose (EVANS &
BRAVO, 1983; ERICKSON, 1985; COSTA, 2001). O uso de estabilizadores osmaéticos
metabolicamente ativos como a glicose, sorbitol e sacarose em combinacdo com
estabilizadores inertes, como manitol, sdo recomendados por promover reducao
gradual na pressdo osmotica do meio de cultura, proporcionando condi¢des favoraveis
a formacdo de colbnias de células (ERICKSON, 1985; CARNEIRO et al., 1998; COSTA,
2001). Com relacdo aos estabilizadores de membrana, a adicdo de calcio e fésforo na
solucédo enzimatica, confere estabilidade aos protoplastos recém isolados (CARNEIRO
et al., 1998).

Yang et al. (2007) estudando a regeneracdo de plantas via embriogénese
somatica a partir de protoplastos do algodao selvagem Gossypium davidsonii, testaram
trés métodos para regular o potencial de pressdo osmoética. Os resultados
demonstraram que 0,5 M de glicose e a combinacéo entre 0,5 M de manitol + 0,1 M de
glicose como fonte de aclcar e estabilizador osmético ndo apresentaram diferenca
significativa na divisao e eficiéncia de plagueamento, sendo aceitaveis para a cultura de
protoplastos da espécie de algodao selvagem, enquanto que a combinagéo entre 0,1 M
de glicose + 0,45 M de sacarose ndo mostrou nenhuma eficiéncia.

A composicao da solugcdo enzimatica proposta, muitas vezes, pode resultar em
suspensdo de protoplastos com muitas impurezas e com baixo rendimento. O
rompimento da membrana plasmatica permite a liberacdo de compostos fendlicos que
promovem a sintese anormal da parede celular, atraso nas divisdes e morte das
células, prejudicando, portanto, o cultivo de protoplastos integros (EVANS E BRAVO,
1983).
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Os protoplastos de citros podem ser isolados a partir de calos embriogénicos e
de células em suspensdo (GROSSER E GMITTER JUNIOR, 1990). No entanto,
segundo Carneiro et al. (1998), apesar de ser possivel o isolamento de protoplastos de
varios tecidos, em geral as suspensodes celulares sdo mais utilizadas pela facilidade de
manipulagéo e alta eficiéncia no isolamento.

Por muitos anos, suspensdes celulares tém sido a fonte preferencial de
protoplastos viaveis de cereais, especialmente em arroz (TANG et al., 2000; DAVEY et
al, 2005). Da mesma maneira, em centeio, Ma et al. (2003) usaram calos friaveis
iniciados a partir de inflorescéncias para estabelecer suspensdes celulares
embriogénicas como fonte de protoplastos totipotentes. Similarmente, em outras
monocotiledéneas, como banana, suspensdes celulares foram, preferencialmente, a
fonte de material para isolamento de protoplastos devido a sua totipotencialidade, uma
vez que os protoplastos provenientes do mesofilo foliar e de calos embriogénicos séo
recalcitrantes na cultura (ASSANI et al., 2002).

Protoplastos também tém sido isolados de folhas, que apesar de ndo serem
embriogénicos, sdo Uteis em experimentos de fusdo com protoplastos de calos ou
células em suspensdo, permitindo o monitoramento visual da ocorréncia de
heterocariontes e a utilizacdo de genoétipos dos quais ndo foi possivel a obtencao de
calos embriogénicos (GROSSER E CHANDLER, 1987). No caso de capim-elefante,
Timbd (2007) submeteu trés tipos de fontes de material vegetativo; mesofilo foliar de
plantulas in vivo e in vitro e calos embriogénicos a tratamentos com solugcdes
enziméaticas diferentes, para obtencdo de protoplastos. Os resultados demonstraram
gue as folhas de plantulas cultivadas in vitro foram as melhores fontes para obtencéo de
protoplastos devido as folhas se mostrarem mais tenras, menores e mais finas, o que
facilitou a acdo das enzimas. No mesmo trabalho, a autora verificou que os calos
embriogénicos ndo se mostraram bom material vegetativo para obtencdo de
protoplastos de capim-elefante, sugerindo um estudo no qual seja considerado a idade
dos calos e as diferentes solugcbes enzimaticas para viabilizar a obtencdo dos
protoplastos.

A necessidade de desenvolver um sistema protoplasto-planta para espécies de

importancia econémica demanda um grande investimento. Tipicamente, protoplastos
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isolados reiniciam a formacédo da parede celular vegetal dentro de um curto periodo de
tempo (muitas vezes minutos), seguida de introdu¢cdo em meio de cultura. Contudo,
requerem protecdo osmatica até as formacgdes primarias da parede celular que podem
neutralizar a pressédo de turgor exercida pelo citoplasma. Em alguns casos, a reducao
da pressdo osmdtica através da diluicio do meio de cultura com solucbes de
composi¢cfes similares é essencial para sustentar a divisdo mitética, levando a
formacdao de células filhas e tecidos (DAVEY et al., 2005).

No que se refere ao cultivo de protoplastos, a densidade de plagueamento bem
como a molaridade do meio de cultivo constituem-se os principais fatores da eficiéncia
final de plaqueamento, definida como a porcentagem de protoplastos que se dividiram e
formaram microcalos com 1-2 mm de didmetro com potencial de regeneracdo de
plantas (OCHATT E POWER, 1992).

A densidade final de protoplastos no meio de cultura (densidade de
plaqueamento) € crucial para maximizar a regeneragdo da parede celular vegetal e
concomitantemente a formacdo de células filhas. Em trabalhos com protoplastos de
citros, a eficiéncia de plaqueamento tem sido de 3,6% a 9,0% (VARDI et al., 1975) e de
0 a 35% (GROSSER E GMITTER JUNIOR, 1990).

Costa et al. (2002) avaliaram o efeito de diferentes densidades de cultivo na
eficiéncia final de plaqueamento para diversas variedades citricas e verificaram a
formacdo de um maior nimero de microcolénias nas densidades de 10° e 2 x 10°
protoplastos.mL™, e eficiéncia de plagueamento muito baixa nas densidades de
plaqueamento de 2 x 10* e 5 x 10* protoplastos.mL™. Estas diferencas estdo
relacionadas com caracteristicas inerentes a parede celular, que, embora seus
constituintes basicos sejam 0S mesmos, sua composi¢cdo pode variar muito entre as
espécies (CARNEIRO et al., 1998).

Segundo Evans e Bravo (1983), para cada espécie, ha uma densidade minima
de plagueamento na qual ndo ocorre divisdo celular. Em altas densidades , fenbmenos
de absorcdo e excrecdo de protoplastos podem modificar profundamente o meio de
cultura (CARNEIRO et al., 1998). Uma excessiva densidade de plagueamento
rapidamente consome nutrientes, e as células derivadas de protoplastos podem falhar

guando submetidas a divisdo celular. As células estimulam divisdo mitética de células
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adjacentes liberando fatores de crescimento, incluindo aminoacidos, no meio ao seu
redor. Consequentemente, protoplastos falham ao serem submetidos a divisdo quando
cultivados abaixo da densidade minima limiar (DAVEY et al., 2005).

Protoplastos de diferentes espécies e provenientes de diferentes tecidos da
mesma espécie podem variar no seu requerimento nutricional. Os protoplastos, sendo
células isoladas devido a auséncia de parede celular, tendem a ser mais eficientes na
absorcdo de nutrientes. A otimizacdo do meio de cultura e a utilizacdo do meio de
cultura ideal é um fator primordial para uso da tecnologia. Meios nutritivos contendo
macro e microelementos, vitaminas do grupo B, mio-inositol e sacarose servem de
referéncia para o estabelecimento da cultura de protoplastos (CARNEIRO et al., 1998).
Muitos meios de cultura para protoplastos sdo baseados nas formulacdes dos meios
MS (MURASHIGE E SKOOG, 1962) e B5 (GAMBORG et al., 1968). Vardi et al. (1982)
recomendam o meio de cultura MT (MURASHIGE E TUCKER, 1969) e Grosser e
Gmitter Junior (1990) o meio BH3 para cultivo de protoplastos de citros, o qual ao
contrario do meio MT, apresenta uma composicdo bastante complexa, contendo um
grande numero de vitaminas e aclUcares (COSTA, 2001).

E adicionado aos meios de cultura de protoplastos um osmoregulador,
geralmente um acucar-alcool ndo metabolizavel, como manitol, ou alguns mais solaveis,
como sorbitol. A maioria dos reguladores de crescimento, auxinas e citocininas, sao
normalmente essenciais para sustentar o crescimento de protoplastos, embora existam
excecdes em gque apenas auxina € requerida, como em cenoura e Arabidopsis thaliana
(DOVZHENKO et al., 2003). Em contraste, auxinas e citocininas sao prejudiciais no
crescimento de protoplastos de citros (VARDI et al., 1982).

Uma das principais aplicacdes dos protoplastos é a hibridagdo somética via
fusdo de protoplastos para gerar novas plantas. Tal técnica € aplicada no género Citrus
para melhoramento de espécies citricas, tanto para cultivares copa, quanto para porta-
enxerto.

Protoplastos sdo induzidos a se fundirem através do emprego de métodos
guimicos ou fisicos. O método quimico consiste no uso de polietilenoglicol (PEG), como
agente aglutinador e indutor. O método fisico consiste em submeter os protoplastos a

um campo de corrente alternada, de baixa voltagem e a subsequente aplicacdo de um
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ou mais pulsos de corrente continua de alta intensidade. Este tipo de tratamento gera
poros temporarios nas membranas, permitindo a fusdo dos protoplastos que estiverem
proximos (CARNEIRO et al.,, 1998; COSTA, 2001). Olivares-Fuster et al. (2005)
desenvolveram um novo procedimento chamado de fusdo de protoplastos
eletroquimica, na qual € baseada na agregacdo de protoplastos induzidos
quimicamente, usando baixa concentracdo de PEG e pulsos de corrente elétrica para
promover a fusdo de membranas.

Vérios progressos tém sido alcancados na manipulacdo de protoplastos citros,
porém informacdes relativas na duplicacdo de cromossomos de protoplastos de citros in
vitro sdo escassas (GMITTER et al., 1991, GMITTER E LING, 1991). Zeng et al. (2006)
trataram protoplastos purificados de kunquat ‘Meiwa’ (Fortunella crassifolia) com
colchicina. Os resultados mostraram que a viabilidade dos protoplastos tratados com
colchicina decresceu, demonstrando a toxidade da mesma aos protoplastos.

Outra aplicacdo dos protoplastos € a obtencdo de plantas transgénicas. O
meétodo de transformacédo de protoplastos é vantajoso, pois a planta transgénica obtida
nao apresenta o fenbmeno de quimeras, pois é oriunda de um Unico protoplasto
transformado. A utilizacdo de marcadores ndo destrutiveis, como a proteina
fluorescente GFP facilita o desenvolvimento e/ou melhoramento de fusédo de protoplasto
e regeneracao de hibridos somaticos, pois, permite a escolha dos protoplastos viaveis
(OLIVARES-FUSTER, 2002). Para introducdo do DNA exdgeno, a membrana celular
dos protoplastos sofre uma desestabilizacdo por tratamento com PEG (polietilenoglicol)
ou aplicacdo de um choque elétrico (eletroporacdo). A Agrobacterium tumefaciens é
cultivada juntamente com os protoplastos por algumas horas em meio de cultivo
(CARNEIRO et al., 1998). A técnica de eletroporacéo foi utilizada por Niedz et al. (2003)
ao otimizar a eficiéncia de eletroporacdo de protoplastos derivados de laranja ‘Hamlin’.
Os autores usaram a eletroporacédo de protoplastos na presenca de construcdes
contendo o gene GFP designado para produzir plantas fluorescentes transformadas.
Em seguida, identificaram e selecionaram os protoplastos fluorescentes GFP-positivos,
e subseguentemente regeneraram esses calos derivados dos protoplastos selecionados

em plantas completas.
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2.4 Embriogénese Somética

Os tecidos vegetais cultivados in vitro possuem capacidade para formar gemas,
raizes ou embribes somaticos. Essa habilidade de regeneracdo é chamada de
totipoténcia, ou seja, as células sdo autbnomas e tém capacidade de regenerar plantas
guando submetidas a tratamentos adequados.

Um exemplo da totipotencialidade das células vegetais € a embriogénese
somatica, que consiste no processo de regeneracdo de plantas no cultivo in vitro, na
qual células sométicas ou hapldides desenvolvem-se por meio de diferentes estadios
embriogénicos, formando estruturas semelhantes a embribes zigoticos, sem que haja
fusdo de gametas.

A embriogénese somatica forma a base da totipoténcia celular, que € Unica nas
plantas superiores (QUIROZ-FIGUEROA et al., 2006). Diferentemente dos embrides
zigéticos, os embrides somaticos sdo facilmente trataveis, as condi¢cbes de cultura
podem ser controladas e a falta de material ndo é um fator limitante para a
experimentacdo (KAWAHARA E KOMAMINE, 1995). A embriogénese somatica é um
sistema modelo para estudos de eventos morfologicos, fisiolégicos, moleculares e
bioquimicos que ocorrem durante o desenvolvimento da embriogénese nas plantas
superiores, e também possui aplicacdes biotecnolégicas potenciais como sementes
sintéticas, micropropagacdo e transformacdo genética (QUIROZ-FIGUEROA et al.,
2006).

Culturas embriogénicas foram descritas pela primeira vez em calo e suspensdes
celulares de cenoura cultivadas em meio contendo agua de coco por Reinert (1958) e
Stewart et al. (1958), respectivamente. Com o0 crescente entendimento da regulagéo
fisioldgica e genética do zigoto e da embriogénese somatica, culturas embriogénicas de
diversas espécies podem agora ser obtidas a partir de um meio de -cultura
guimicamente definido (HORPE, 1995; RAGHAVAN, 1997, BRAYBROOK et al., 2006).

O estabelecimento de culturas embriogénicas eficientes tem se tornado uma
parte integral da biotecnologia de plantas, ja que a regeneracédo de plantas transgénicas
de muitas culturas importantes — canola, mandioca, cereais, algodao, soja, espécies

lenhosas, etc. — é dependente da formacéao de embrides somaticos (VASIL, 2007).
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A embriogénese somatica apresenta varias vantagens sobre as técnicas de
micropropagacao, destacando-se entre elas a capacidade de produzir um grande
namero de embrides num espaco limitado e os embrides séo individualizados e se
desenvolvem diretamente em plantas (LAWRENCE, 1981). Embrides somaticos podem
ser facilmente manipulados, desde que eles sejam relativamente pequenos e tamanhos
uniforme (CERVELLI E SENARATNA, 1995; IBARAKI E KURATA, 2001). Em vista
disso, embrides somaticos possuem um grande potencial para serem estocados por
longos periodos de tempo através da criopreservacdo ou dessecacdo 0 que
proporciona uma flexibilidade no planejamento da producéo e transporte (CERVELLI E
SENARATNA, 1995; IBARAKI E KURATA, 2001) e promove uma producdo em larga
escala (IBARAKI E KURATA, 2001).

A micropropagacdo de culturas de alto valor comercial, tais como ornamentais
(HOLDGATE, 1977), Citrus (SPIEGEL-ROY E VARDI, 1984), abacaxi (RAGAN, 1984),
morangueiro (BOXUS et al., 1984) tem a vantagem de produzir plantas, em geral,
geneticamente uniformes; no entanto, este sistema se limita a propagacao em pequena
escala, pois a taxa de multiplicacdo dos propagulos € relativamente baixa e as plantas
precisam ser aclimatizadas antes do plantio, resultando em um preco relativamente
elevado antes do plantio (SCHULTEIS et al., 1990).

Na aplicabilidade de um método de propagacéo in vitro a espécies normalmente
utilizadas em plantios de grandes extensGes deve preencher o requisito de producao
rapida de milhdes de propagulos a custo competitivo com aquele dos métodos
convencionais de propagac¢do (MURASHIGE, 1977). A embriogénese somatica € um
destes métodos de propagacao in vitro com viabilidade de ser utilizado para clonagem
de grande numero de espécies, em pequena area de laboratdrio e em menor espacgo de
tempo do que o requerido para produgdo normal de sementes ou propagacgao
vegetativa de estoques (SCHULTEIS et al., 1990).

Outra caracteristica atrativa de culturas embriogénicas é que as plantas
derivadas delas sao predominantemente normais e desprovidas de qualquer variacao
fenotipica ou genotipica, possivelmente porque sdo derivadas de células Unicas e ha
uma selecdo rigorosa durante a embriogénese a favor das células normais (VASIL,
1999).
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O padrdo de desenvolvimento de um embrido somatico em dicotileddneas
apresenta caracteristicas semelhantes ao embrido zig6tico, sendo ambos
caracterizados por uma estrutura bipolar, constituida de apice caulinar e radicular e
passando pelos estadios de desenvolvimento pro-embrionarios e embrionarios
propriamente ditos: globular, cordiforme, torpedo e cotiledonar (GUERRA et al., 1999).
As estruturas internas do embrido soméatico globular e cordiforme sdo semelhantes aos
equivalentes zigoticos; no estadio cordiforme a protoderme €é evidente, assim como a
polaridade e a simetria bilateral (GUERRA et al., 1999; SMITH, 1985). Os embrifes
somaticos se desenvolvem livres de qualquer correlacao fisica, genética e fisioldgica, as
quais ocorrem durante o desenvolvimento de um embrido zigético (ZIMMERMAN,
1993). Uma particularidade dos embries somaticos € a presenca de sistema vascular
fechado, sem conexdo vascular com os tecidos do explante inicial (GUERRA et al.,
1999). Os embrides soméaticos ndo possuem endosperma, 0 que pode acarretar em um
desenvolvimento anormal.

A embriogénese somética pode ser natural ou in vitro. No primeiro caso, as
células dos tecidos embrionarios podem ser direcionadas para esta rota de
desenvolvimento, como acontece com o sistema de embriogenia adventicia ou nucelar
em Citrus spp. , em que os embrides apomiticos originam-se por gemacao a partir de
células do nucelo (SPIEGEL-ROY; VARDI, 1984). Na embriogénese somatica in vitro ou
induzida, células em diferentes estadios de diferenciacdo podem ser induzidas por
estimulos ambientais ou quimicos e, se reprogramadas adquirem novas competéncias
morfogenéticas (GUERRA et al., 1999).

A embriogénese somatica in vitro de citros ndo é bem caracterizada, ja que
desde os primeiros trabalhos, como o de Rangan et al. (1968), a taxa de sucesso de
desenvolvimento dos embrides era baixa, chegando a 20-30% em alguns tratamentos.
Esse tipo de problema foi também mencionado por Gmitter Junior e Moore (1986), que
relatam o aparecimento de grande niumero de embrides soméaticos obtidos in vitro com
anormalidades de desenvolvimento, os quais, em funcdo do grau de ma formacao, ndo
eram convertidos em plantas. Com o objetivo de otimizar protocolos de embriogénese
somatica em varias especies, tem sido cada vez mais comum a comparacdo entre o

desenvolvimento dos embribes zigéticos e dos embrides somaticos. Em citros, a
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possibilidade de se comparar o processo de embriogénese somatica nucelar e a
embriogénese somatica induzida in vitro parece satisfatoria, ja que estdo sendo
comparadas morfologias de embribes obtidos a partir de células somaticas. Dessa
maneira, Mendes-da-Gloria et al. (2001) avaliaram caracteristicas anatdbmicas de
morfologias distintas de embrides nucelares de laranja ‘Valéncia’ (Citrus sinensis (L.)
Osbeck), a fim de gerar informacdes a serem utilizadas na otimizacao de protocolos de
embriogénese somatica de citros, atraves da selecéo de tipos morfolégicos passiveis de
conversdo em plantas. Dos embrifes avaliados, apenas um apresentou a morfologia
caracteristica de um embrido zig6tico normal, enquanto que os demais apresentaram
cotilédones com angulacdes e formatos distintos. Foram observados também embrides
mal formados com a néo diferenciacdo de apice caulinar e/ou apice radicular, 0 ndo
desenvolvimento de um dos cotilédones, além de eixo embrionario colapsado. Os
dados obtidos visam auxiliar na interpretacdo dos tipos morfolégicos de embrides
somaticos obtidos in vitro e sua capacidade de conversdo em plantas, de modo a
contribuir para a eficiéncia de obtencdo de plantas melhoradas via hibridacdo somatica
e via transformacdo genética, ja que esta Ultima depende de um protocolo altamente
eficiente de regeneracao de plantas in vitro.

Estudos envolvendo a regeneracdo de plantas através da embriogénese
somatica in vitro em diferentes culturas tém apontado o surgimento de embrides
somaticos anormais em seu desenvolvimento e mas-formacfes, que variam bastante
em funcdo do género e espécie estudados, além da influéncia exercida também pelo
tratamento in vitro. Dentre as alteracfes observadas, os embribes somaticos diferem
principalmente em relagdo a morfologia do meristema apical caulinar e dos cotilédones
(MENDES-DA-GLORIA et al., 2001). Trabalhos envolvendo o cultivo e conversdo de
embribes somaticos em plantas em diferentes culturas (PASSOS et al. 1999;
FERNANDO, 1999) tém relacionado a baixa taxa de conversdo com as anormalidades
presentes no meristema apical caulinar dos embrides.

Existem dois caminhos diferentes na formagdo dos embribes somaticos: a
embriogénese somatica direta e a embriogénese somatica indireta. Porém a grande

maioria dos sistemas de embriogénese somatica ocorre pela via indireta.
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A embriogénese somética direta ocorre quando uma minima proliferacdo de um
tecido ou explante precede a formacdo do embrido; enquanto que a embriogénese
somatica indireta ha proliferacdo de calos antes da formacdo do embrido. Na
embriogénese somatica direta, ha presenca de células programadas para a
diferenciacao e formagao dos embrides somaticos, denominadas de “pre-embryogenic
determined cells” (PEDC), que necessitam apenas de estimulos externos para
desencadear 0 processo, enquanto que na embriogénese somatica indireta, €
necessario desdiferenciacdo celular, sendo suas células chamadas de ‘“induced
embryogenic determined cells” (IEDC) (SHARP, 1980; WILLIAMS E MAHESWARAM,
1986; TOMAZ, 2000; QUIROZ-FIQUEROA et al., 2006). Na embriogénese somatica
direta células proembriogénicas competentes ja estdo presentes e a expressado da
embriogénese meramente depende de condi¢des favoraveis (QUIROZ-FIQUEROA et
al., 2006).

A embriogénese somatica direta é obtida em uma Unica etapa (REZENDE, 2008)
e tem a vantagem de produzir embrides somaticos mais rapidamente e com alta taxa de
germinacdao. A embriogénese somatica indireta permite a producdo em larga escala
mediante a cultura de explante em dois meios sucessivos: “meio de acondicionamento”
e “meio de inducdo” de calos embriogénicos friaveis (SONDAHL E SHARP, 1977;
REZENDE, 2008).

As células embriogénicas pré-determinadas (PEDCs) necessitam de pequena
inducdo exdgena de reguladores de crescimento para a divisdo celular e expressao da
embriogénese. As células induzidas a determinacao embriogénica (IEDCs) precisam de
reguladores de crescimento para reentrar em mitose e determinar o estado
embriogénico dos calos (SHARP et al., 1980).

Calos sdo definidos como massas de células em diferentes estadios de
diferenciacdo e, consequentemente, com diferentes graus de determinacdo, os quais
podem ser induzidos por estimulos ambientais ou quimicos, e reprogramados,
adquirindo novas competéncias morfogenéticas (GUERRA et al., 1999).

A embriogénese somatica em citros tem sido observada a partir de calos
embriogénicos cuja producéo pode ocorrer a partir de nucelos, 6vulos abortados, 6vulos

nao desenvolvidos, anteras, estigmas; assim como folhas, epicétilos, cotilédones e
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segmentos de raizes. Apesar do potencial embriogenético de Citrus variar com o
gendtipo e com o tipo de explante, melhores resultados foram obtidos de protocolos de
regeneracao envolvendo o uso de explantes de origem ovular, como o nucelo (FIORE
et al., 2002).

Os fatores que tém maior influéncia sobre a indugcdo de calos nucelares
embriogénicos séo as condicdes do ambiente em que as plantas se desenvolveram, o
genatipo, a idade dos explantes, os componentes do meio de cultura e as condicdes de
cultura (SPIEGEL-ROY E KOCHBA, 1980; MOORE, 1985; MORAES, 2003).

Para a calogénese de espécies citricas em cultivo in vitro, 0 meio de cultura mais
utilizado é o MT (MURASHIGE E TUCKER, 1969) suplementado com 500 mg.L™" de
extrato de malte (LORENZO et al.,1994). A adicdo de reguladores vegetais, como
benziladenina (BA), cinetina, acido indolacético (IAA) e acido 2,4-diclorofenoxiacético
(2,4-D) pode beneficiar o processo (CRISTOFANI, 2001). Varios outros fatores
influenciam a calogénese. Benedito et al. (2000) observaram que a calogénese em
laranja doce é altamente influenciada pelo gendétipo, destacando a variedade ‘Rubi’, que
apresentou calogénese em 12,5% e 15% dos oOvulos introduzidos em meio de cultura
com ou sem beziladenina (BA), respectivamente. Tao et al. (2002) obtiveram melhores
resultados na obtencdo de calos de toranja (Citrus grandis) com 2,4-D (2,4-
diclorofendxiacético) havendo formacéo de brotos.

A embriogénese somatica € altamente dependente da composicdo do meio de
cultura, principalmente das fontes de carboidratos e reguladores de crescimento. Dos
componentes do meio de cultura, os carboidratos tém papel fundamental para inducéo
da embriogénese somatica e cultivo dos embrides, sendo a sacarose o carboidrato mais
comumente utilizado. Ao contrdrio de outras espécies, a presenca de auxinas,
citocininas ou giberelinas inibem a embriogénese soméatica em citros, devido aos
elevados indices de reguladores de crescimento enddgenos (GOSAL et al., 1995;
MORAES, 2003).

Diferentes tratamentos com varias substancias tém sido empregados no meio de
cultura para induzir a embriogénese somatica. Em citros, a embriogénese somética é

induzida tanto pela falta de reguladores de crescimento como pela reducdo da
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concentracdo de sacarose no meio de cultura em contraste com outras espécies de
plantas (KOCHBA E BUTON, 1974; KAYIM E KOC, 2006).

Tomaz et al. (2001) avaliaram meios de cultura com diferentes fontes de
carboidrato: galactose, glicose, lactose, maltose e sacarose em diversas concentracoes,
e glicerol. Para todas as combinacfes testadas (cultivar, fontes de carboidratos e
concentragdo), a sacarose ndo estimulou a embriogénese somatica, enquanto que a
galactose, lactose e maltose foram as melhores fontes de carboidratos. Resultados
semelhantes foram demonstrados por Kayim e Koc (2006) ao testarem os efeitos de
varios carboidratos como o glicerol, sorbitol, manitol, lactose, glicose e galactose em
diferentes taxas de concentracdes na embriogénese de Ovulos derivados de calos de
trés espécies e quatro variedades de citros; mexerica ‘Clementina’ (Citrus clementina),
laranja ‘Washington Navel’ (C. sinensis), limao ‘Kutdiken’ e ‘Zagara Bianca’ (C. limon).
Os melhores resultados na formacdo de embrides a partir de calos das diferentes
variedades de citros foram obtidos nas concentragbes de 4 a 5% de glicerol. A
embriogénese também foi estimulada por outros carboidratos como a lactose e o
sorbitol em varias concentragcbes em todos os calos de citros utilizados no estudo,
porém em menores taxas.

Ricci et al. (2002) estudando os efeitos de varios carboidratos na embriogénese
somatica de Citrus sinensis, C. reticulata e C. nobilis x C. deliciosa observaram que
entre os diversos carboidratos, a galactose e a lactose induziram o maior nimero de
embribes. Esses resultados sédo similares aqueles encontrados por Kochba et al.
(1982), que concluiram que a galactose ou lactose foram muito eficientes na inducéo da
formacédo do embrido. Segundo estes autores, a galactose induz a producgéo de etileno,
e o alto nivel de etileno inibe a biossintese de auxinas, o que favorece a formacéo dos
embribes soméaticos nos calos embriogénicos.

Blanc et al. (1999) estudando o efeito da adicdo de carboidratos na inducéo da
embriogénese somatica em seringueira (Hevea brasiliensis) concluiram que entre os
quatro acucares testados (glicose, sacarose, maltose e frutose), apenas a maltose
induziu a uma significativa producdo de embribes somaticos, quando comparado a

sacarose.
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Além das fontes de carboidratos, as auxinas e citocininas tém papel fundamental
na embriogénese soméatica de véarias espécies de plantas. As auxinas estdo envolvidas
nos processo de inducédo e iniciacdo de embrides somaticos. Segundo Pasqual et al.
(1998), a adicdo das auxinas IAA, ANA e 2,4-D ao meio de cultura, suprimiu
significativamente ou completamente a embriogénese somatica nucelar em laranja
‘Valéncia’'. Fiore et al. (2002) testando o efeito da auxina 2,4-D na embriogénese
somatica de Citrus limon e na laranja doce C. sinensis (L.) Osb. cv. ‘Washington Navel’
constataram também que o 2,4-D ndo foi efetivo na formacdo de embrides somaticos.
Esses estudos comprovam que a presenca de auxinas, citocinias ou giberelinas
suprimem a embriogénese soméatica em citros. Ja& em outras espécies de frutiferas
como em abacaxi (Ananas comosus L.) constata-se a necessidade de adicao, tanto de
auxina, como de citocininas nos meios de cultura, para induzir a embriogénese e
favorecer a regeneragdo, com a auxina 2,4-D sendo critica para deduzir respostas
morfogenéticas (SRIPAORAYA et al., 2003).

As citocininas promovem a divisao celular e a diferenciagéo, e regula uma série
de atividades bioldégicas em plantas inteiras e em cultura de tecidos vegetais. A
atividade da citocinina ocorre em derivados sintéticos de feniluréia, como a difeniluréia
(DPU). Carra et al. (2006) estudaram a possibilidade de trés derivados de difeniluréia
estimular a embriogénese somatica em trés espécies de Citrus. Segundo os autores, 0s
derivados de feniluréia mostraram um grande potencial embriogénico quando
comparado com o BAP (6-benzilaminapurina), uma classica adenina-citocinina.

O extrato de malte foi relatado como sendo benéfico a cultura de Ovulos e
nucelos de citros (KOCHBA et al., 1972). Em vérios outros trabalhos, essa substancia
foi adicionada ao meio de cultura na concentracdo de 500 mg.L™ para estimular a
inducdo da embriogénese somética de citros (NAVARRO E JUAREZ, 1977; RICCI,
2001). O efeito positivo do extrato de malte na indugdo a embriogénese somatica de
calos nucelares de citros também foi relatado por Vardi et al. (1982). Sabe-se que o
extrato de malte é fundamental para inducdo da embriogénese somatica em nucelos
extraidos de 6vulos néo fertilizados e também é importante para obtencdo de embrides
somaticos de citros por via direta (KOCHBA et al., 1972; GMITTER E MOORE, 1986).
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A fase final da embriogénese somatica compreende o estimulo a maturacao e
germinacao dos embrides, para posterior regeneracdo em plantas. Durante o estadio de
maturacdo, os embrides somaticos sofrem mudancas morfolégicas e bioquimicas.
Vérios fatores como niveis de etileno, pressdo osmotica, pH e fotoperiodo podem
influenciar na maturacdo dos embrides somaticos em diferentes espécies (Von
ARNOLD, 2008). A estratégia a ser empregada consiste em interromper os ciclos
repetitivos de divisdo celular e fornecer estimulos fisioldgicos, biogquimicos e ambientais
para a diferenciacao celular, para que os ciclos de desenvolvimento e de maturacéo
originem um grande numero de embrifes somaticos maduros, de alta qualidade, aptos
a se converterem em plantas (GUERRA et al., 1999). No estagio de maturacdo do
embrido, o meio de cultura deve promover ao embrido um stress hidrico, para que o
embrido possa acumular reservas, como proteinas e aminoacidos, para induzir sua
germinacao (RICCI et al., 2002).

Os primeiros trabalhos com embriogénese somética em citros ndo descreveram
tratamentos que favorecessem a maturacdo dos embrides, sendo estes transferidos do
meio de cultura de inducdo da embriogénese somatica diretamente para meio de
cultura de germinacao, contendo &cido giberélico (GA3). Ricci et al. (2002) estudaram o
efeito da sacarose em diferentes concentragfes, acido giberélico e carvao ativado no
meio de cultura para maturacdo dos embrides de variedades de tangerinas e laranjas
doces. Os autores constataram que 0Ss meios de cultura contendo as maiores
concentracfes de sacarose foram 0s que geraram um maior nimero de plantas em
tangerina ‘Ponkan’ e em laranja ‘Valéncia’, e nenhuma diferenga significativa foi
observada na presenca ou ndo de carvdo ativado. O carvao ativado absorve
componentes toxicos liberados no meio de cultura pelos explantes, agar, sacarose e
sais. O mesmo estudo revelou que a presenca de GA3; no meio de cultura nao teve
nenhum efeito na maturacdo dos embribes para todas as variedades de citros
analisadas, e a sacarose foi uma importante fonte de carbono para a germinagao dos
embrides e formacao das plantulas para as variedades citricas estudadas.

Mendes-da-Gléria et al. (2000), apds obterem uma embriogénese somaéatica
espontanea depois de dois subcultivos em meio de cultura MT suplementado com 500

mg/L de extrato de malte, transferiram os embrides bem desenvolvidos para meio MT
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modificado com adicdo de GA3z e extrato de malte, observando a germinacdo dos
mesmos. A regeneracdo de plantas também foi obtida por organogénese direta, com a
formacéo de apices caulinares em meio MT suplementado com extrato de malte, BAP e
agua de coco.

A embriogénese somatica a partir de calos tem se mostrado, muitas vezes,
limitante ao processo do melhoramento genético de citros e tem sido alvo de intensas
pesquisas, com o intuito de maximizar a producao de plantas oriundas ou néo de fuséo

de protoplastos.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Local

A pesquisa foi realizada no Laboratério de Biotecnologia de Plantas Horticolas do
Departamento de Produgao Vegetal da Escola Superior de Agricultura “Luiz de Queiroz”
(ESALQ/USP), em Piracicaba, Séao Paulo.

3.2 Material Vegetal

Linhagens de calos embriogénicos de laranja doce (Citrus sinensis L. Osbeck)
(Figura 1a) das cultivares ‘Hamlin’, ‘Péra’, ‘Natal’, ‘Lima Verde’ e ‘Westin’ foram
cultivados em meio de cultura sélido EME 0,146M e H+H (GROSSER; GMITTER
JUNIOR, 1990). Para manutencdo, os calos embriogénicos foram subcultivados em
meio fresco a cada quatro semanas. Os calos foram utilizados no isolamento de

protoplastos.

3.3 Eficiéncia de isolamento de protoplastos em funcdo de diferentes solucdes

enzimaticas

Foram utilizadas para o isolamento de protoplastos a partir de calos
embriogénicos trés solucdes enzimaticas: 1. Grosser e Chandler (1987), composta de
1% de celulase Onozuka RS (Yakult), 1% macerase R-10 (Yakult Honsha) e 0,2% de
pectoliase Y-23 (Seishin); dissolvidas em solugéao de 0,7M de manitol, 24,5 mM CaCl,.
H,O; 0,92 mM NaH,PO, e 6,15 mM de acido 2-[N-morfolino]-etanossulfénico (MES),
pH 5,7 utilizando 2 mL desta solugcédo por aproximadamente 500 mg de calo, diluido em
2mL de meio de cultura BH3z 0,7 M, segundo metodologia proposta por Mouréo Filho
(1995); 2. Grosser e Chandler (1987) modificado, composta de 1% de celulase Onozuka
RS (Yakult), 1% macerase R-10 (Yakult Honsha); dissolvidas em solugcéo de 0,7M de
manitol, 24,5 mM CacCl, . H,0; 0,92 mM NaH,PO, e 6,15 mM de acido 2-[N-morfolino]-
etanossulfonico (MES), pH 5,7 utilizando 2 mL desta solu¢do por aproximadamente 500
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mg de calo, diluido em 2mL de meio de cultura BH3 0,7 M ; 3. Solugdo enzimética
composta de 4% de celulase Onozuka R-10 (Yakult), 1% macerase R-10 (Yakult
Honsha; dissolvidas em solucdo de 0,7 M de manitol, 24,5 mM CacCl, . H,O; 0,92 mM
NaH,PO, e 6,15 mM de acido 2-[N-morfolino]-etanossulfonico (MES), pH 5,7 utilizando
2 mL desta solugdo por aproximadamente 500 mg de calo, diluido em 2mL de meio de
cultura BH3 0,7 M (Figura 1b). Os calos para isolamento de protoplastos foram
provenientes daqueles cultivados em meio solido.

As solucdes enzimaticas foram esterilizadas por meio de filtro-esterilizacao (0,22
mm). Os calos de cada variedade foram colocados em placas de Petri (58 x 15 mm,
Corning™ |, ndo tratadas), juntamente com as solu¢cdes enziméticas (Figura 1c). A
incubacéo foi realizada por um periodo de 15 horas, sob agitacdo orbital (40 rpm), em
auséncia de luz, a temperatura de 27 °C.

Apés incubacédo nas solugBes enzimaticas, os protoplastos foram purificados em
gradiente de sacarose-manitol. Os protoplastos foram filtrados em peneira de nylon com
malha de 45 um (Figura 1d, e) e centrifugados por 10 minutos a 100g. O sobrenadante
foi removido com pipeta de Pasteur e o pellet ressuspendido em 5 mL de meio CPW
contendo sacarose a 25%. Dois mL de meio CPW com manitol a 13% foram
cuidadosamente colocados na parte superior da solugéo ressuspendida a fim de formar
um gradiente de densidade (Figura 1f). Os tubos foram centrifugados por 10 minutos a
100g. Apos formacgdo do gradiente sacarose/manitol (Figura 1g), os protoplastos foram
removidos e diluidos em 5 mL de solu¢cdo BH3 0,7 M e reservadas para posteriores
manipulacdes. A avaliacdo dos resultados foi realizada com auxilio de camara de
Neubauer, em que foi determinado o rendimento dos protoplastos viaveis (Figura 1h)
por peso fresco de calo embriogénico. O delineamento experimental utilizado foi
inteiramente casualizado no esquema fatorial 5 x 3 com 5 repeticbes, sendo cada
repeticdo constituida de uma placa de Petri (60 x 15 mm) contendo 500 mg de calo

embriogénico.
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Figura 1 — Isolamento de protoplastos de laranja doce (Citrus sinensis). a) Calos embriogénicos de
laranja ‘Natal’ cultivados em meio sélido H + H. b - ¢) Digestdo enzimética. d - e)
Protoplastos filtrados em peneira de nylon com malha de 45 um. f) Gradiente de densidade
sacarose/manitol. g) Gradiente de densidade sacarose/manitol apds centrifugacdo (seta
indica as bandas com protoplastos). h) Protoplastos viaveis
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3.4 Densidades de plagueamento no cultivo de protoplastos

Foi avaliada a influéncia de diferentes densidades na eficiéncia final de cultivo de
protoplastos. Os protoplastos purificados foram cultivados em cinco densidades, 2 x 10*
© 5 x 10% 10° 2 x 10° e 3 x 10° protoplastos.mL™, nos meios de cultura EME 0,7 M
(GROSSER E GMITTER JUNIOR,1990), BH3 0,7 M e a combinag&o desenvolvida BH3
+ EME 0,7M em auséncia de luz, a 25 £ 1 °C.

Aos 30 dias de cultivo, foram adicionadas as microcolénias 10 a 12 gotas do
meio de cultura de 1:1:1 (v:v:v), com o objetivo de reduzir o potencial osmético do meio,
composto de uma parte de meio BH3 0,7 M, uma parte de EME 0,7 M e uma parte de
EME 0,146 M. Em subcultivos posteriores, quando as culturas se apresentaram mais
vigorosas, e o0s calos maiores, foi adicionado o meio de cultura 1:2 (v:v), composto por
uma parte do meio de cultura BH3 0,7 M e duas partes do meio de cultura EME 0,146
M.

Em torno de 90 dias de cultivo, foram avaliados o nimero de microcalos com 1-2
mm de didametro, os quais foram transferidos para placa de Petri (100 x 15 mm), com
meio de cultura semi-sélido EME. O delineamento experimental utilizado foi
inteiramente casualizado, no esquema fatorial de 4 x 3 x 3 com 5 repeticbes, sendo
cada repeticdo constituida por uma placa (60 x 15 mm) de isolamento.

3.5 Embriogénese somatica

A inducdo da embriogénese somética ocorreu em meio de cultura MT
(MURASHIGE E TUCKER, 1969) modificado com 500 mg.L™” de extrato de malte.
Foram avaliadas cinco fontes de carboidratos na inducdo da embriogénese somatica:
sacarose, galactose, glicose, sorbitol, lactose e maltose, nas concentracdes de 18, 37,
75, 110 e 150 mM, a temperatura de 27 °C. Foram utilizados 50 mg de calos
embriogénicos em placas de Petri de plastico descartaveis (100 x 15 mm). O
delineamento experimental foi inteiramente casualizado no esquema fatorial 5 x 5 x 6
com 5 repeticdes, sendo cada repeticdo constituida por uma placa de Petri de plastico
descartavel (100 x 15 mm). A avaliacdo foi feita com auxilio de microscopio
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esterioscopico aos 30 dias de cultivo e 45 dias de cultivo para as cultivares nédo

responsivas. Cada cultivar foi analisada independentemente.

3.6 Analise estatistica

O delineamento experimental utilizado nos trés experimentos foi inteiramente
casualizado. Os dados foram submetidos a analise de variancia (ANOVA), sendo as
meédias comparadas pelo teste de Tukey (a<0,05), com o auxilio do software SAS (SAS
INSTITUTE, 1997).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Avaliacéo da eficiéncia de isolamento de protoplastos em funcao de diferentes

solucdes enzimaticas

A maximiza¢do do isolamento e obtencdo de protoplastos vidveis é uma etapa
fundamental na adequacdo das técnicas que utilizam os protoplastos, como a
hibridacdo somatica. Os calos de citros sdo, muitas vezes, recalcitrantes a digestéo da
parede celular, dificultando o isolamento dos protoplastos.

Diversos fatores estdo envolvidos no processo de isolamento de protoplastos,
como tipo e concentracdo de enzimas digestivas, o potencial osmaético da solucédo de
isolamento e a estrutura fisica da parede das células dos calos embriogénicos em
estudo (BENEDITO, 1999).

Ao comparar as cinco cultivares estudadas constata-se o contraste das trés
solugbes enzimaticas na eficiéncia de isolamento de protoplastos de laranja doce
(Figura 2).
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Figura 2 — Eficiéncia de isolamento de protoplastos de laranja doce (Citrus sinensis). Solucdo enzimética
1: Grosser e Chandler (1987), 1% de celulase Onozuka RS, 1% macerase R-10 e 0,2% de
pectoliase Y-23; Solucdo enzimética 2: Grosser e Chandler (1987) modificada, composta de
1% de celulase Onozuka RS e 1% macerase R-10; Solucdo enzimatica 3: 4% de celulase
Onozuka R-10 e 1% macerase R-10. (Barra = + erro padrao)

Observa-se que a solugdo enzimatica 2, de Grosser e Chandler (1987)
modificada apresentou melhor rendimento para as cultivares ‘Hamlin’, ‘Natal’ e ‘Péra’,
se destacando a cultivar ‘Hamlin’ que apresentou uma média de 37,10 x 10*
protoplastos.mL ™ em 500 mg de calo embriogénico, em seguida pelas cultivares ‘Natal’
e ‘Péra’, com rendimento médio de 30,81 x 10* protoplastos.mL * e 21,60 x 10*
protoplastos.mL ™, respectivamente.

A solugédo enzimatica 3, para as cultivares ‘Westin’ e ‘Hamlin’ apresentou baixo
rendimento no isolamento de protoplastos, provavelmente, por ser composta por uma
enzima celulase mais fraca, celulase Onozuka R-10, o que nao foi suficiente para
degradar a parede celular. No entanto, para a cultivar ‘Lima Verde’, a solugao
enzimatica 3 foi a mais eficiente, apresentando um rendimento médio de 16, 76 x 10*
protoplastos.mL ™ em 500 mg de calos embriogénicos. A mesma cultivar apresentou 0s

menores rendimentos no isolamento para as solu¢cdes enzimaticas 1 e 2, com
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rendimento médio de 7,34 x 10* protoplastos.mL™ e 4,89 x 10* protoplastos.mL™
respectivamente (Figura 2). Essa baixa eficiéncia de isolamento também foi observada
em trabalhos envolvendo isolamento de protoplastos com objetivo de hibridagcéo
somatica (dados ndo apresentados). Ja para a cultivar ‘Westin’ a solugéo enzimatica 1
foi a melhor entre as trés solugbes testadas, apresentando um rendimento médio de
33,15 x 10* protoplastos.mL™ em 500 mg de calos embriogénicos.

Tais resultados contrastam-se com aqueles apresentados por Benedito (1999),
em gue a solucdo enzimatica de Grosser e Chandler (1987), composta de 1% de
celulase, 1% macerase e 0,2% de pectoliase (denominada de solugdo enzimética 1 no
presente trabalho) foi considerada a melhor para as cultivares de laranja doce
estudadas.

Essa influéncia da cultivar e da solugcéo enzimatica no isolamento de protoplastos
ja foi constatada anteriormente por Oliveira et al. (1994), Latado (1998), Mendes-da-
Gléria (1998) e Costa et al. (2002). Estas diferencas estdo relacionadas com
caracteristicas inerentes a parede celular, que, embora seus constituintes basicos
sejam 0S mesmos, sua composi¢ao pode variar muito entre as espécies (CARNEIRO et
al., 1998).

Levando em consideracdo a cultivar, Cristofani (1991) e Goldman (1988),
trabalhando com a cultivar ‘Péra’ obtiveram rendimento de 1,43 x 10° (71,5 x 10*
protoplastos por 500 mg de calo embriogénico) e 1,37 x 10° (68,5 x 10* protoplastos
por 500 mg de calo embriogénico), respectivamente. Em contraste com estes
resultados, no presente experimento, a cultivar ‘Péra’ apresentou um maior rendimento
na solucdo enzimética 2, solugcdo de Grosser e Chandler (1987) modificada, com
nimero médio de 21,60 x 10* protoplastos por 500 mg de calo embriogénico.

Os resultados deste experimento reforcam a hipotese de que as espécies de
citros e as variedades dentro de uma mesma espécie mostram grande variagdo na
eficiéncia de isolamento perante as diversas solu¢cdes enzimaticas empregadas,
concluindo que uma combinagdo enzimética apropriada deve ser determinada para
cada calo especificamente (VARDI E GALUN, 1988; 1989).

Aléem destes fatores, outros devem ser estudados para a maximizacdo do

isolamento das cultivares estudadas, tais como o subcultivo de calos em meio de
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cultura com menor quantidade de carboidrato, pré-tratamento enzimatico e idade dos
calos embriogénicos (OLIVEIRA et al., 1995).

Os protoplastos sdo mantidos em solugcdes concentradas. Devido a semi-
permeabilidade da membrana plasmatica, ocorre uma desidratacdo parcial do
protoplasto. Deve ser notado que o stress osmotico, a remocao da parede celular, e
ambiente com novos solutos ndo séo as barreiras mais dificeis encontradas durante o
isolamento; os protoplastos sdo também removidos de seu ambiente original, e
importantes proteinas situadas entre a membrana plasmatica e a parede celular podem
ser removidas com a parede celular. Além disso, a célula pode ser severamente
danificada pelos contaminantes presentes nas solu¢bes enzimaticas usadas para a
degradacdo da parede celular, pois raramente essas enzimas sao celulases e
pectinases puras (DAVEY et al., 2005).

4.2 Avaliacao das densidades de plagueamento no cultivo de protoplastos

Cada etapa da cultura dos protoplastos até a regeneracdo de plantas
(protoplastos, colbnias e calos) possui uma densidade 6tima de cultura. A densidade
inicial colocada na cultura afeta diretamente a eficiéncia final de plagqueamento. No
entanto, € dificil correlacionar a densidade inicial 6tima com parametros como tamanho
dos protoplastos ou condi¢des de cultura (CARNEIRO et al., 1998).

Quanto a densidade de plagueamento no presente trabalho, verificou-se a
formacdo de um maior nimero de microcalos (1 a 2 mm de didmetro) para todas as
cultivares testadas, de forma geral, nas densidades de 3 x 10° e 2 x 10°
protoplastos.mL™ (Tabela 1). Tais resultados discordam de Costa et al. (2002), que
testando também cinco densidades de plagueamento de protoplastos, verificaram
formacdo de um maior nimero de microcoldnias nas densidades de 2 x 10° e 10°
protoplastos.mL™ , o que foi constatado pela eficiéncia de plaqueamento tanto para as
tangerinas testadas (tangerina ‘Cledpatra’, eficiéncia de 9,8% na densidade de 2 x 10°
protoplastos.mL™ ), quanto para as laranjas (‘Ruby Blood’ e ‘Valéncia’ com eficiéncia de
9,0% e 8,5%, respectivamente na densidade de 2 x 10° protoplastos.mL™ ). Para os

mesmos autores, o incremento na densidade de 3 x 10° protoplastos.mL™ n&o
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demonstrou comportamento linear, e as poucas coldnias desenvolvidas cessaram o
crescimento e morreram 90 dias ap6s o inicio do cultivo. Em altas densidades
fendbmenos de absorcéo e excrecdo de protoplastos podem modificar profundamente o
meio de cultura (CARNEIRO et al., 1998). Uma excessiva densidade de plaqueamento
rapidamente consome nutriente, e as células derivadas de protoplastos podem falhar
quando submetidas a divisédo celular.

A eficiéncia de plaqueamento foi relativamente baixa quando comparadas as
demais densidades para as cultivares ‘Hamlin’, ‘Lima Verde’ e ‘Westin’ nas densidades
de 5 x 10* e 2 x 10* protoplastos.mL™. Para essa duas densidades de plaqueamento, a
cultivar ‘Lima Verde’ ndo apresentou nenhum microcalo, e as cultivares ‘Hamilin’ e
‘Westin’ ndo apresentaram nenhuma formacdo de microcalo na densidade de 2 x 10*
protoplastos.mL™ (Tabela 1). Costa et al. (2002) também observaram uma baixa
eficiéncia de plaqueamento nessas duas densidades para todas as espécies citricas e
cultivares estudadas. Protoplastos falham ao serem submetidos & divisdo quando
cultivados abaixo da densidade minima limiar (DAVEY et al., 2005).

A densidade ideal varia entre espécies e, como constou neste trabalho, variou
entre as cultivares de laranja doce. Em cultura de protoplastos de feijao (CREPY et al.,
1986) e batata doce (SIHACHAKR E DUCREUX, 1987), a densidade inicial 6tima
encontrada foi de 2 x 10* e 3 x 10* protoplastos.mL™, respectivamente. Para espécies
de plantas monocotileddneas, as densidades sdo mais altas, 3 x 10° protoplastos.mL *
e até 2 x 10° protoplastos.mL™ para milho (PRIOLI E SONDAHL, 1989; SHILITO et al.,
1989), 5 x 10° protoplastos.mL™ para arroz (KYOZUKA et al., 1987), 1 x 10°
protoplastos.mL™ em banana (PANIS et al., 1993).

Segundo Evans e Bravo (1983), para cada espécie ha uma densidade minima de
plagueamento a qual ndo existe divisdo celular. Isso justifica o fato de que no presente
experimento, para a cultivar ‘Natal’, a mais responsiva das quatro cultivares avaliadas,
mesmo nas baixas densidades de plaqueamento, apresentou um numero médio de 538
microcalos/placa de Petri na densidade de 5 x 10* protoplastos.mL™ plaqueados em
meio BH3 0,7 M e 124 microcalos/placa de Petri na densidade de 2 x 10*

protoplastos.mL™ plaqueados em meio BH3 0,7 M (Tabela 1).
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Tabela 1 — Desenvolvimento de protoplastos de laranja doce (Citrus sinensis) em funcéo da densidade de

plagueamento (protoplastos.mL'l) e da composi¢édo do meio de cultura

Meio de Cultura

BH3

BH3/EME

EME

Densidades de Plagueamento
(protoplastos.mL™)

(1 - 2 mm de diametro).placa de Petri -

Numero de microcalos

1

3x10°
2 x10°
1x10°
5 x 10*
2 x 10*

3x10°
2 x10°
1x10°
5 x 10*
2 x 10*

3x10°
2 x 10°
1x10°
5 x 10*
2 x 10*

3x10°
2 x 10°
1x10°
5 x 10*
2 x 10*

Lima Verde
0 502 +31 0
0 699 + 138 0
0 408 +113 0
0 0 0
0 0 0
Natal
926 +£139 1372 =86 0
932 +9 576 +16 528 +38
576 +23 509 +54 0
538 +83 366 =57 0
124 +14 0 0
Hamlin
662 + 136 629 +£75 416 *10
574 +67 453 +8 532 +75
370 £15 453 +11 108 +16
0 148 + 37 0
0 0 0
Westin
0 0 0
0 1133 +61 1323 +204
0 581 =53 0
0 396 =85 0
0 0 0

N&o soO a densidade de plagueamento, mas outros fatores como composi¢céao do

meio de cultura utilizado no plagueamento, a pressdo osmatica, fonte de enzimas e

combinagcbes das mesmas usadas para isolamento de protoplastos, afetam o

rendimento e a capacidade de divisdo celular para formacao de microcalos (VARDI E
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GALUN, 1988). Os acucares e o0s agucares-alcool usados como fonte de carboidratos e
estabilizadores osmaéticos adicionados nos meios de cultura para plagueamento afetam
fortemente a capacidade de divisdo dos protoplastos (VARDI et al.,, 1975; VARDI,
1981).

De forma geral, em relagdo ao meio de cultura em que o0s protoplastos foram
plaqueados, as cultivares apresentaram maiores numeros de microcalos quando os
protoplastos foram plaqueados na combinacdo dos meios BH3 + EME 0,7 M, seguidos
do meio de cultura BH3 0,7 M para as cultivares ‘Natal’ e ‘Hamlin’.

A cultivar ‘Natal’ foi a mais responsiva na densidade de 3 x 10° protoplastos.mL™
em meios de cultura BH3 + EME 0,7 M, com niamero médio de 1372 microcalos (Tabela
1). A cultivar ‘Hamlin’ obteve maior numero médio de microcalos (662 microcalos/placa
de Petri) na densidade de 3 x 10° protoplastos.mL™ em meio de cultura BH3 0,7 M. J4 a
cultivar ‘Westin’ apresentou maior numero médio de microcalos (1323 microcalos/placa
de Petri) na densidade de 2 x 10° protoplastos.mL™, plagueados no meios de cultura
EME 0,7 M (GROSSER E GMITTER JUNIOR,1990).

A cultivar ‘Lima Verde’ foi a menos responsiva quando comparadas as demais
cultivares, apresentando microcalos nas densidades de 3 x 10° 2 x 10° e 10°
protoplastos.mL™ apenas quando os protoplastos foram plaqueados nos meios de
cultura BH3 + EME 0,7 M (Tabela 1). Essa resposta inferior de tal variedade condiz com
a menor eficiéncia de isolamento de protoplastos apresentada pela mesma no
experimento anterior, quando apresentou a menor média de isolamento de protoplastos
para todas as solu¢des enzimaticas testadas quando comparadas as outras cultivares.

Para a cultivar ‘Hamlin’ a medida que aumentou a densidade de plaqueamento
para os trés meios de cultura, o numero de microcalos aumentou (Figura 3). Para a
cultivar ‘Natal’, nos meios de plagueamento BH3 (0,7M) e BH3 + EME (0,7 M), a
medida que aumentou as densidades de plagueamento, o namero de microcalos
também aumentou, sendo o ponto 6timo para o meio BH3 a partir da densidade de 10°
(10 x 10% protoplastos.mL™. Para o meio BH3 + EME (0,7 M) o ponto 6timo foi na
densidade de 3 x 10° (30 x 10* protoplastos.mL™. J& o meio de cultura EME (0,7 M)
apresentou ponto 6timo na densidade de 2 x 10° (20 x 10*) protoplastos.mL™ (Figura 4).
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Figura 3 — Valores observados (simbolos) e estimados (linhas) da resposta do nimero de microcalos
formados de laranja ‘Hamlin’ as densidades e meio de cultura no plaqueamento.
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Figura 4 — Valores observados (simbolos) e estimados (linhas) da resposta do nimero de microcalos
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4.3 Avaliacdo da embriogénese somatica em funcdo de seis fontes de

carboidratos e cinco concentragdes diferentes

De 4 a 6 semanas apoés o plaqueamento de 50 mg de calos embriogénicos nos
meios de inducdo a embriogénese somatica, constatou-se a formacdo de embribes
somaticos. As cultivares diferenciaram entre si tanto no nimero de embrides, quanto no
tempo de formacdo desses embrides somaticos. Foram observados embribes
somaticos nos diferentes estadios em todas as cultivares: globular, cordiforme e
cotiledonar (Figura 5). A presenca de embrides somaticos em varios estadios de
desenvolvimento nas placas foi reportado também por Peres et al. (1998), que
observaram a presenca de embrides no estadio globular e proliferacdo de calos ao
mesmo tempo, o que indicou a auséncia de sincronismo celular durante o
desenvolvimento dos embrides soméaticos de citros.

Das seis fontes de carbono avaliadas, a maltose foi a que resultou em maiores
producdes de embrides somaticos nas cinco cultivares quando comparada as outras
fontes de acucar, principalmente em ‘Hamlin’, ‘Natal’ e ‘Péra’, seguidos pela lactose
para as cultivares ‘Hamlin’ e ‘Péra’, e sacarose apenas para a cultivar ‘Natal’ (Tabela 2).
De modo geral, as cultivares apresentaram comportamentos diferenciados para as
fontes de carbono e concentragcbes. Um exemplo sdo as cultivares ‘Lima Verde' e
‘Natal’, que, mesmo para a lactose, nao formaram nenhum embrido. As cultivares ‘Lima
Verde’ e ‘Westin’, mesmo para a maltose, apresentaram baixa média de formacéo de
embribes quando comparadas as demais cultivares (Tabela 2).

Os resultados concordaram com os de TOMAZ (2000), que observou também
gue a maltose foi o carboidrato que estimulou producdo de maior nimero de embrides
somaticos para a laranja ‘Valéncia’ e segundo maior para a laranja ‘Caipira’. Esse efeito
positivo da maltose no estimulo a embriogénese somatica também foi observado em
trabalhos envolvendo fusdo de protoplastos (MENDES-DA-GLORIA et al., 2000), em
que a substituicdo da sacarose por maltose (73 mM) no cultivo de calos citricos
oriundos de fusdo de protoplastos, a produgcdo de embribes aumentou

significativamente. O efeito positivo da maltose na concentracédo de 75 mM também foi
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observado por Ricci (2001) na inducdo de embrides soméaticos a partir de calos de
laranja ‘Itaborai’.

A maltose possui papel tanto como fonte de carbono, como também regulador
osmotico (Von ARNOLD, 2008). Em varias espécies, a maltose aumenta 0 numero de
embrides sométicos e melhora sua morfologia e viabilidade (STRICKLAND et al., 1987;
ROBERT-OEHLSCHLAGER et al., 1990; KUNITAKE et al., 1997; BLANC et al., 2000).
Blanc et al. (2000) testando trés fontes de carboidratos observaram que a maltose
também se mostrou eficiente na producdo de embrides somaticos de seringueira
(Hevea brasiliensis).

A sacarose, carboidrato muito usado na composi¢cdo de meios de cultura para
manutencdo e cultivo de calos de citros, também ndo apresentou resultados
satisfatorios no estimulo da producdo de embrides somaticos para as cinco cultivares
testadas (Tabela 2). Tais resultados concordam com os estudos realizados por Tomaz
(2000), que mostrou que ocorreu formacado de apenas alguns embrides nas laranjas
‘Valéncia’, ‘Caipira’ e tangerina ‘Cledpatral’, e nenhum embrido na tangerina ‘Cledpatra
2" e limao ‘Cravo’ quando a sacarose foi usada como fonte de carbono. Essa
ineficiéncia da sacarose na formacéo de embribes somaticos também foi observada por
Kochba et al. (1982), em que foi demonstrado que niveis superiores a 32 mM de
sacarose suprimiram a embriogénese soméatica nos calos de citros testados.

A sacarose também mostrou pouca ou nenhuma eficiéncia no estimulo da
embriogénese somatica das cultivares estudadas por Ricci (2001), em que ndo houve
formacdo de nenhum embrido para as tangerinas ‘Ponkan, ‘Cravo’ e ‘Kinnow’ e laranja
‘Valéncia’. Apenas para a laranja ‘ltaborai’ a sacarose induziu a formacao de embrides,
embora muito poucos quando comparados com as demais fontes de carboidratos
utilizadas. A concentracdo de sacarose parece afetar a assimilagdo de nitrogénio do
meio de cultura pelas células, e o efeito da citocinina na divisdo celular pode depender
da disponibilidade deste carboidrato no meio de cultura. A taxa de consumo de
sacarose presente no meio de cultura estaria relacionada com o nivel e com a natureza
da fonte de nitrogénio (GREY, 1987). Muitos estudos concentram-se na otimizacdo da
embriogénese somatica, ndo levando em conta a importancia da incorporacao do

nitrogénio no meio de cultura (RICCI, 2001).
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Figura 5 — Embribes somaticos de laranja ‘Hamlin’ obtidos em meio de cultura suplementados com
diferentes fontes de carboidratos. a) embrido soméatico em estadio globular. b - ¢c) Embrides
somaticos no estadio cordiforme (coracéo). d - f) EmbriGes somaticos no estadio cotiledonar.

Barra = 1mm.
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Tabela 2 — Embriogénese somatica em cinco cultivares de laranja doce (Citrus sinensis) em funcéo de
diferentes fontes e concentracdes de carboidratos

Cultivares
. Lima
Carboidrato ~ mM Péra Westin ~ Verde Hamlin Natal
Numero de embrides 30 a 45 dias apds cultivo
18 0 0 0 0 0
37 0 0 0 0 0
Sacarose 75 0 0 30 10 0 32 +13
110 0 4 +1 0 0 37 25
150 0 0 0 0 23 +16
18 0 0 35 +17 125 +25 0
37 110 +21 2 0 0 465 +104 469 + 148
Maltose 75 244 +60 3 +1 0 507 +30 0
110 64 +5 7 £2 52 +12 432 +44 55 +15
150 19 +4 5 +1 0 262 +29 0
18 16 +6 3 %0 0 12 +3 0
37 19 +4 0 0 144 +21 0
Lactose 75 11 +3 0 0 336 +34 0
110 17 +2 2 £2 0 481 +27 0
150 8 +3 0 0 56 5 0
18 0 0 0 0 0
37 0 0 0 0 0
Galactose 75 0 0 0 0 0
110 0 0 0 0 0
150 0 0 0 0 0
18 0 0 0 0 0
37 0 0 0 0 0
Glicose 75 0 0 0 0 0
110 0 0 0 0 0
150 0 0 0 0 0
18 0 0 0 0 0
37 0 0 0 0 0
Sorbitol 75 0 0 0 0 0
110 0 0 0 0 0
150 0 0 0 0 0




66

A galactose e glicose nédo induziram a formag¢ao de nenhum embrido (Tabela 2),
0 que contesta os resultados encontrados por Tomaz (2000), em que a galactose foi a
segunda fonte de carbono que apresentou maior producdo de embrides a partir de
linhagens de calos de laranja ‘Valéncia’, laranja ‘Caipira’ e tangerina ‘Cledpatra 1’. Os
resultados para galactose também discordam dos de Benedito et al. (2000) que,
estudando o efeito de carboidratos na embriogénese somatica de calos de citros,
concluiram que este carboidrato foi responsavel pelas melhores respostas, seguida pela
glicose.

Os resultados de Ricci et al. (2002) também discordam dos resultados do
presente trabalho. Os autores verificaram que a galactose levou a formacgéo de grande
namero de embribes somaticos para as tangerinas e laranjas estudadas. Os resultados
de Ricci et al. (2002) foram similares aqueles apresentados por Kochba et al. (1982),
que estudando a embriogénese somatica de calos obtidos de varias cultivares de
Citrus, encontraram que a galactose foi efetiva na formacao de embrides.

Entre as hipoteses para explicar o efeito da galactose no estimulo a
embriogénese somatica e ao desenvolvimento ontogenético do embrido é que esse
carboidrato induz a producéo de etileno, e o alto nivel de etileno poderia inibir a sintese
auxina ou o seu transporte (YAMAMOTO et al., 1986), favorecendo assim a
embriogénese soméatica em Citrus pela modificacdo do balanco endégeno da auxina
(KOCHBA et al., 1982). Outra hipotese para o efeito positivo da galactose seria que
esse carboidrato inibe a sintese de UDP-glicose, um intermediario da sintese da fracéo
celulésica das paredes celulares (MASUDA, 1990) ou inibe a conversao da UDP-glicose
a glicose-1-fosfato, pelo acimulo de galactose-1-fosfato (KOCHBA et al., 1982).

Assim como Ricci (2001), bons resultados com a glicose nédo foram observados
com as cultivares estudadas neste trabalho, confirmando a ocorréncia de diferencas
nas respostas ao estimulo embriogénico aos diversos carboidratos entre as espécies e
cultivares citricas (RICCI, 2001; VARDI et al., 1982; BENEDITO et al., 2000). Kayim e
Koc (2006) ao estudarem o efeito de seis fontes de carboidratos em diferentes
concentracOes, em laranja ‘Washington Navel’, tangerina ‘Clementina’ e limdes (Citrus
limon (L.) Burm. f.) ‘Kutdiken’ e ‘Zagara Bianca’, também observaram que a glicose

apresentou pouco ou nenhum rendimento na formagédo de embrides somaticos das
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espécies citricas testadas. Os carboidratos sorbitol e galactose tiveram um grande
efeito estimulatério na embriogénese depois do glicerol (KAIYM E KOC, 2006), embora
a galactose e lactose mostrassem serem nocivos para muitos tecidos em plantas
(KOCHBA, 1978; KAIYM E KOC, 2006). O sorbitol, assim como a galactose e a glicose,
apresentou nenhum ou baixissimo rendimento na formacdo de embries das cinco
cultivares estudadas.

A cultivar ‘Lima Verde’, a menos responsiva a todos os tratamentos e
concentracbes de carboidratos estudadas no estimulo a embriogénese somaética,
sugere que a densidade de calo utilizada poderia contribuir com o genétipo para a
formacdo dos embrides somaticos. Resultados obtidos por Tomaz (2000)
demonstraram que ao estudar diferentes quantidades de calo (6, 12, 25 e 50 mg) para
plagueamento no estimulo a embriogénese somética, a quantidade de 12 mg foi a mais
eficiente na formacao de embrides somaticos para 0s genotipos menos responsivos,
podendo ser mais um fator a considerar no processo de embriogénese soméatica na
interacdo com genaotipo, fonte e concentracéo de carboidrato utilizados. Outra hipétese
€ de que a capacidade embriogénica de algumas espécies € limitada a certos
gendtipos. Diferentes gendtipos ndo respondem a mesma maneira quando cultivados
no mesmo meio de cultura (PREECE, 2008). Tal hip6tese é confirmada por Vidal et al.
(2009) ao buscarem o desenvolvimento de um protocolo de embriogénese somatica
para oito cultivares de uva (Vitis vinifera L.) estudando os efeitos de quatro parametros
(meio de inducdo, explante floral, estadio de desenvolvimento e ano) na inducédo e
estabelecimento da embriogénese somatica. Uma das conclusdes que o0s autores
chegaram foi de que a porcentagem de formacdo de embribes somaticos foi
significativamente dependente do gendétipo, ja que as mais altas frequéncias de
embriogénese foram observadas nas cultivares ‘Sultanina’, ‘Garnacha’, ‘Chardonnay’ e
‘Albarino’ e as mais baixas taxas de embriogénese somatica ocorreram nas cultivares
‘Cabernet Sauvignon’, ‘Tempranillo’, * Muscat Hamburg’ e ‘Verdejo’, independente do
meio de inducgéo e da fonte de explante.

N&o s6 a fonte de carboidrato tem grande influéncia na inducado da embriogénese
somatica, como também sua concentracdo efetiva. Levando em consideracdo a

concentracdo dos carboidratos avaliados, para a maltose, o carboidrato em que foi
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observado o maior rendimento na producdo de embrides sométicos, verificou-se maior
namero de embrides na concentracdo de 75 mM seguida da concentracdo de 37 mM
para as cultivares ‘Hamlin’ e ‘Péra’, e 37 mM para a cultivar ‘Natal’. Para a lactose,
verificou-se maior producdo de embrides na concentracdo de 75 e 110 mM para a
cultivar ‘Hamlin’ e 37 mM para a cultivar ‘Péra’.

As concentracdes 6timas de lactose e maltose, que foram os carboidratos que
proporcionaram uma maior formacdo de embribes para as cultivares ‘Hamlin’ e ‘Péra’
estdo representados a seguir (Figuras 6 e 7). Para as duas cultivares, o namero de
embrides somaticos aumentou com o aumento da concentracdo de maltose até um
ponto 6timo, e em seguida esse numero de embrides diminuiu. Para a cultivar ‘Hamlin’
o mesmo foi observado com o aumento da concentracdo de lactose. Tomaz et al.
(2001) avaliando o efeito de fontes de carboidratos e concentracdes no estimulo a
embriogénese soméatica de espécies e cultivares citricas, observaram efeitos opostos
para a laranja ‘Caipira’, em que o numero de embrides somaticos decresceu com o

aumento na concentracao de maltose.
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Figura 6 — Valores observados (simbolos) e estimados (linhas) da resposta embriogénica de laranja
‘Hamlin’ aos carboidratos lactose e maltose
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Figura 7 — Valores observados (simbolos) e estimados (linhas) da resposta embriogénica de laranja
‘Péra’ aos carboidratos lactose e maltose

As demais cultivares, fontes de carboidratos, como a sacarose e concentracdes
nao apresentaram resultados.

O baixo rendimento na formacdo de embribes, independente das fontes de
carboidratos, concentracdes e cultivares, pode ser explicado também pela idade do
material usado no experimento. Freqlentemente essa capacidade embriogénica é
perdida durante a conservacdo in vitro a longo prazo, o que dificulta aplicacdes
posteriores (PAN et al., 2009). Calos embriogénicos de algumas espécies e de alguns
genadtipos podem ser subcultivados por longos periodos de tempo em meios de cultura
contendo reguladores de crescimento, e ainda podem conservar seu potencial
embriogénico, isto €, a capacidade de produzir embrides somaticos maduros capazes
de regenerar plantas (Von ARNOLD, 2008). Contudo, quanto mais os calos
embriogénicos sdo subcultivados, maiores sdo 0s riscos de aumentar as taxas de
variacdo somaclonal e diminuir o potencial embriogénico acumulado com o
prolongamento da cultura é maior (Von ARNOLD, 2008; GEORGE, 2008).
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5 CONCLUSOES

A solucdo enzimatica de Grosser e Chandler (1987) modificada, composta de 1%
de celulase Onozuka RS e 1% macerase R-10 foi a que proporcionou um maior
rendimento no isolamento de protoplastos das cultivares ‘Hamlin’, ‘Natal’ e ‘Péra’ e a
solucdo enzimatica de Grosser e Chandler (1987), composta de 1% de celulase
Onozuka RS, 1% macerase R-10 e 0,2% de pectoliase foi a melhor para a cultivar
‘Westin’. A cultivar ‘Lima Verde’ foi a que apresentou menor rendimento no isolamento
de protoplastos, demonstrando a influéncia do gendtipo.

A densidade de plaqueamento no cultivo de protoplastos variou entre as
cultivares de laranja. Porém para as cultivares ‘Hamlin’, ‘Natal’ e ‘Lima Verde’ verificou-
se a formacdo de um maior nimero de microcalos (1 a 2 mm de didametro) nas
densidades de 3 x 10° e 2 x 10° protoplastos.mL™. Para a cultivar ‘Westin’ um maior
nimero de microcalos foi observado na densidade de 2 x 10° e 10° protoplastos.mL™.
Quanto aos meios de cultura usados no plagueamento de protoplastos, para as
cultivares ‘Hamlin’ e ‘Natal’ os meios de cultura BH3 0,7 M e a combinacdo dos meios
BH3 + EME 0,7 M se mostraram eficientes na formacédo de microcalos, enquanto que
para as cultivares ‘Lima Verde’ e ‘Westin’, apenas a combinacdo dos meios de cultura
BH3 + EME 0,7 M foram eficientes.

Para a embriogénese somatica, a formacéo de embrides somaticos variou com o
genodtipo, sendo que as cultivares ‘Lima Verde’ e ‘Westin’ apresentaram o menor
ndamero de embriGes soméaticos. As melhores fontes de carboidratos foram a maltose,
seguida pela lactose nas concentracdes de 37 e 75 mM para a cultivar ‘Péra’, 37 mM
para a cultivar ‘Natal’ e 37, 75 e 110 mM para a cultivar ‘Hamlin’. O menor rendimento
na formacdo de embrides foi devido a idade dos calos embriogénicos utilizados no

experimento.
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