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RESUMO

Hibridacdo somatica visando a producao de genitores tetrapldides para o
melhoramento de cultivares copa de citros

A hibridacdo somatica via fusdo de protoplastos € um método de combinacgao
genética que agrega integralmente os dois genomas genitores, assim como suas
respectivas organelas citoplasméticas, sendo uma ferramenta alternativa aos métodos
convencionais de melhoramento. O objetivo deste trabalho foi a obtencédo de hibridos
somaéticos interespecificos de laranja doce (Citrus sinensis L. Osbeck) 'Péra’ e 'Westin'
com a tangerina 'Fremont' (C. clementina hort. ex Tan. x C. reticulata Blanco), 'Thomas'
(C. reticulata Blanco) e 'Nules' (C. clementina hort. ex Tan), e o tangelo 'Nova' (C.
reticulata Blanco x C. paradisi Macf.) visando a producéo de genitores tetrapléides com
caracteristicas agrondmicas desejaveis. Como fontes de protoplastos foram utilizados
calos embriogénicos de laranja e folhas jovens de tangerina e tangelo, coletadas de
plantas cultivadas em casa-de-vegetacdo. Para o isolamento dos protoplastos, as
células de ambas as fontes foram imersas em solucdo enzimética e incubadas no
escuro por 14 horas, sob agitacdo. Apds o isolamento, os protoplastos isolados de
calos foram fundidos quimicamente (polietilenoglicol - PEG) com protoplastos néo
embriogénicos, isolados de mesofilo foliar. Em seguida, os protoplastos foram
plagueados nos meios de cultura liquido BH3, EME e BH3 + EME, e incubados em
auséncia de luz, sob temperatura de 27 °C. Apés 20 dias de incubacéo, foram iniciados
subcultivos sequenciais para nutricdo e reducdo do potencial osmético do meio de
cultura. Os microcalos desenvolvidos foram transferidos para meio de cultura EME +
maltose (13 g¢.L") para a inducdo da embriogénese somética. Os embribes
desenvolvidos foram transferidos para meio de cultura EME + sacarose (25 g.L™") e em
seguida para o meio de cultura 1500 (1,5 g.L™ de extrato de malte) e finalmente para o
meio B+ para desenvolvimento e germinagdo. As plantas regeneradas foram
individualizadas, enraizadas ou microenxertadas e aclimatizadas em casa-de-
vegetacdo. A confirmacdo da hibridacdo somética foi feita por anélise morfoldgica,
determinagdo da ploidia, por citometria de fluxo e analise do DNA com marcadores
moleculares do tipo SSR e RAPD. Foram obtidos hibridos somaticos de trés
combinacdes (‘Péra’ + ‘Fremont’, ‘Péra’ + ‘Nules’ e ‘Péra’ + ‘Nova) 0s quais serao
avaliados para utilizacdo diretamente como copa ou como genitor tetrapléide em
programas de melhoramento de citros.

Palavras-chave: Fusdo de protoplastos; Embriogénese somatica; Cultura de tecidos
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ABSTRACT

Somatic hybridization in order to obtain tetraploid parents for citrus scion
improvement

Somatic hybridization by protoplasts fusion is a method of genetic combination of
two parental genomes, and their cytoplasmic organelles. It is an alternative tool to
conventional breeding methods. The objective of this work was to obtain interspecific
somatic hybrids of 'Pera’ and 'Westin' sweet oranges (Citrus sinensis L. Osbeck) with
'Fremont' (C. clementina hort. ex Tan. x C. reticulata Blanco), 'Thomas' (C. reticulata
Blanco) and 'Nules' (C. clementina hort. ex Tan) mandarins and ‘Nova’ tangelo (C.
reticulata Blanco x C. paradisi Macf.) to produce tetraploid parents with desirable
agronomic characteristics. The sources of protoplasts were sweet orange embryogenic
callus and mandarin and tangelo young leaves, collected from plants cultivated in
screenhouses. For protoplasts isolation, cells from both sources were immersed in
enzyme solution and incubated in the dark for 14 hours (40 rpm). After isolation, the
protoplasts isolated from callus were fused chemically (polyethylene glycol - PEG) with
non embryogenic protoplasts, isolated from leaf mesophyll. The protoplasts were
cultivated in BH3, BH3 + EME and EME liquid culture media and incubated in the dark,
under temperature of 27 °C. After 20 days of incubation, subcultures were initiated in
order to reduce the osmotic potential of culture medium. The microcalus developed were
transferred to EME medium supplemented with maltose (13 g.L™) to induce somatic
embryogenesis. The developed embryos were transferred into EME + sucrose (25 g.L
1, culture medium 1500 (1.5 g.L™ of malt extract) or B+ culture medium for development
and germination. The regenerated plants were individually rooted or micrografted, and
further acclimatized in screenhouse. Somatic hybridization was confirmed by analysis of
leaf morphology, ploidy determination by flow cytometry and molecular analysis by SSR
and RAPD markers. Somatic hybrids were obtained of the three combinations (‘Pera’ +
‘Fremont’, ‘Péra’ + ‘Nules’ and ‘Péra’ + ‘Nova) which will be evaluated for direct are as
scion or as a tetraploid parent in citrus breeding programs.

Keywords: Protoplasts fusion; Somatic embryogenesis; Tissue culture
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1 INTRODUCAO

O género Citrus, pertencente a familia Rutaceae, é originario das regides
tropicais e subtropicais do sudeste asiatico. Dentre as plantas citricas destacam-se a
laranja doce (Citrus sinensis L. Osbeck), as tangerinas (C. reticulata Blanco, C.
clementina hort. ex. Tan., C. tangerina hort. ex. Tan) e os limdes (C.limon L. Burm, f.).

O Brasil possui condicao privilegiada quanto as caracteristicas edafoclimaticas,
assim como, quanto aos recursos geneéticos do género. Desse modo, ha mais de cem
anos a citricultura € praticada no pais e atualmente emprega diretamente 400 mil
pessoas, constituindo a principal atividade econémica de mais de 440 municipios
paulistas e do Triangulo Mineiro, movimentando valores superiores a US$ 1 bilhdo
anuais. Portanto, associado as boas condi¢Bes climéaticas de cultivo, a citricultura
nacional estd consolidada na estrutura soOcio-econbmica, como um importante
segmento agroindustrial do pais, sendo cultivada em praticamente todas as regides,
com supremacia dos estados de Sdo Paulo, Bahia, Sergipe e Minas Gerais (BOTEON,;
NEVES, 2005; IBGE, 2009).

Dentre as variedades copas empregadas em plantios comerciais as laranjas
doces se sobressaem em comparagdo aos demais grupos. Na maioria dos paises
citricolas, as laranjas doces (C. sinensis L. Osbeck) apresentam maior expressividade
com aproximadamente, dois ter¢os dos plantios, seguido por tangerinas, limdes, limas
acidas e pomelos (POMPEU JUNIOR, 2001). A laranja doce ‘Péra’ é a principal
variedade produzida no Brasil, representando 40% do total produzido da espécie.
Altamente produtiva, assim como a variedade ‘Péra’, a laranja doce ‘Westin’ apresenta
baixo nimero de sementes e € muito bem aceita nos mercados interno e externo de
fruta fresca e industria (LARANJEIRA; POMPEU JUNIOR, 2002). As tangerinas (C.
reticulata Blanco, C. clementina hort. ex. Tan., C. tangerina hort. ex. Tan.) e seus
hibridos, por sua vez, formam um grupo bastante diversificado, porém, apenas um
namero restrito é cultivado comercialmente em larga escala, pois apresentam curto
periodo de maturacdo, abundancia de sementes e sao plantas muito suscetiveis a
colheita. Além da tangerina ‘Ponkan’ e do tangor ‘Murcott’, principais espécies

comercializadas, algumas variedades e hibridos de tangerinas estdo sendo avaliados
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comercialmente e ganhando espa¢co no mercado de citros, dentre os quais, destacam-
se a clementina ‘Nules’ (C. clementina hort. ex Tan), uma variedade com baixissimo
ndamero ou sem sementes; o hibrido tangerina ‘Fremont’ (C. clementina hort. ex Tan. x
C. reticulata Blanco), que apresenta excelente produtividade; a tangerina ‘Thomas’ (C.
reticulata Blanco), considerada uma variedade promissora para exportacdo que
apresenta frutos com sabor desejavel ao consumidor estrangeiro; e o hibrido
interespecifico tangelo ‘Nova’ (C. reticulata Blanco x C. paradisi Macf.), o qual
apresenta frutos bastante saborosos, com alto potencial de consumo em paises como
Espanha, Estados Unidos e Israel (SAUNT, 1990; PIO, 2003).

Entretanto, a cultura de citros € alvo constante de inUmeras pragas e doencgas
gue prejudicam vertiginosamente a produtividade e a qualidade dos frutos. Dentre as
doencas destacam-se a tristeza dos citros (Citrus tristeza virus), o cancro citrico
(Xanthomonas axonopodis pv. citri), a gomose de Phytophthora (Phytophthora
nicotianae), o declinio dos citros, a clorose variegada dos citros (Xylella fastidiosa), a
Rubelose (Erythricium salmonicolor), a leprose dos citros, a morte subita dos citros
(MSC) e a pinta preta (Guignardia citricarpa). Mais recentemente, outra doenca se
tornou uma grande ameaca aos pomares, o huanglongbing (ex-greening), cujo agente
causal € a bactéria Candidatus Liberibacter spp. a qual se desenvolve no floema,
obstruindo-o e impedindo a distribuicdo da seiva (FUNDECITRUS, 2010). Além destas,
a mancha-marrom de Alternaria encontra-se presente em diversos paises produtores de
citros e vem se disseminando no mundo nos ultimos anos, comprometendo, sobretudo,
0s pomares de tangerinas e seus hibridos (TIMMER et al., 1998; PERES; AGOSTINI;
TIMMER, 2003).

O melhoramento genético de plantas com interesse agrondmico visa
fundamentalmente obter variedades capazes de reunir caracteristicas como resisténcia
a fatores bidticos ou abioticos e elevada produtividade. No caso dos citros, o
melhoramento genético € voltado para o desenvolvimento de novas variedades copa e
de porta-enxerto (GROSSER; GMITTER JUNIOR, 2005). Porém, existem obstaculos
enfrentados pelos programas de melhoramento convencional, via hibridagdo sexual,

como a apomixia, o longo periodo de juvenilidade, a poliembrionia, incompatibilidade,



23

esterilidade sexual e alta heterozigose (CRISTOFANI; MACHADO, GRATTAPAGLIA,
1999).

Com o advento e a incorporacdo de novas tecnologias com o intuito de superar
estas dificuldades, ferramentas como a hibridacdo somética e a transformacédo genética
tornaram-se importantes aos programas de melhoramento visando a producdo de
novas variedades com caracteristicas agronémicas desejaveis (COSTA; MENDES;
MOURAO FILHO, 2003). A hibridacdo somética consiste num processo aditivo de
protoplastos produzindo hibridos alotetraploides (GMITTER JUNIOR; GROSSER;
MOORE, 1992) da maioria das combinagfes genitoras complementares desejaveis e
sem perda significativa do vigor.

Neste sentido, buscou-se a obtencdo de hibridos somaticos via fusdo quimica de
protoplastos de laranja doce (Citrus sinensis L. Osbeck) 'Péra’ e 'Westin' com a
tangerina 'Fremont' (C. clementina hort. ex Tan. x C. reticulata Blanco), 'Thomas' (C.
reticulata Blanco) e 'Nules' (C. clementina hort. ex Tan), e o tangelo 'Nova' (C. reticulata
Blanco x C. paradisi Macf.) para a obtencdo de genitores tetrapléide, com heranca

genética qualificada a producé&o de frutos (cultivar-copa) e a resisténcia a doencas.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Os Citrus

2.1.1 Origem e aspectos gerais

As plantas citricas pertencem a familia Rutaceae, subfamilia Aurantioideae, a
qual é subdividida nas tribos Clauseneae e Citreae. A tribo Citreae apresenta a subtribo
Citrinae, a qual possui 13 géneros e 65 espécies, com as principais espeécies de
interesse comercial, como as do género Citrus, Fortunella e Poncirus (SWINGLE;
REECE, 1967; NICOLOSI, 2007).

Devido a grande complexidade do grupo dos citros, os sistemas de classificacéo
comumente utilizados na sistematica ainda apresentam problemas na identificacdo e na
conceituacdo de espécie. Parte da complexidade filogenética e taxondmica observada
em Citrus esta associada a peculiaridades de sua biologia reprodutiva e a sua ampla
histéria de cultivo. Além do mais, as espécies que compdem o género apresentam alto
grau de compatibilidade intergenérica e interespecifica (SWINGLE; REECE, 1967).
Contudo, o sistema de classificacdo mais adotado reconhece 16 espécies, dentre as
guais 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, 1943; SWINGLE; REECE, 1967).

O género Citrus possui ampla diversidade genética e sua estrutura pode diferir
de modo significativo, a qual pode apresentar diferentes niveis de variabilidade
intraespecifica e de heterosigozidade (HERRERO et al., 1996). Entre as espécies, de
acordo com estudos moleculares de Fang e Roose (1997), o grupo das tangerinas é
aquele que possui a maior diversidade genética, enquanto que outros representantes
do subgénero Citrus, como os pomelos (C. paradisi Macf.), as laranjas doces (C.
sinensis L. Osbeck), os limdes (C. limon L. Burm, f.) e as limas (C. aurantiifolia Christm.
Swingle), apresentam menor variabilidade genética, em decorréncia da alta selecao

artificial imposta e da propagacao vegetativa realizada durante a historia de cultivo.
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A origem e a distribuicdo das diversas espécies citricas cultivadas em todo
mundo foram investigadas e relatadas por diversos autores (SWINGLE; REECE, 1967,
WEBBER; REUTHER; LAWTON, 1967; SCORA, 1975; CHAPOT, 1975; SOOST,;
CAMERON, 1975; BARRETT, RHODES, 1976). Com base nesses estudos, acredita-se
gue a origem do grupo ocorreu em torno de 20 a 30 milhdes de anos, sobretudo nas
regides tropicais e subtropicais da Asia e do arquipélago Malaio, englobando assim o
Sudeste do continente asiatico, com ramos filogenéticos que se estendem do Centro da
China ao Japao, e do Leste da india & Nova Guiné, Australia e Africa Tropical. Dessa
forma, acredita-se que especificamente a tangerina (C. reticulata Blanco) e a laranja
doce (C. sinensis L. Osbeck), sejam nativas da Indochina e do Sul da China, com
possivel extensdo até o Sul da Indonésia.

Quanto a morfologia, as plantas do género Citrus apresentam porte médio
(arbdreo/arbustivo); flores brancas, aromaticas e com ovario apoiado sobre o disco
floral (nectério); glandulas de 6leo; e manchas transparentes nas folhas. Os frutos sédo
globosos, tipo baga, contendo vesiculas preenchidas por um suco de grande interesse
comercial, com epicarpo de coloracéo verde, amarela ou laranja, dotado com glandulas
de oOleos essenciais (SWINGLE; REECE, 1967).

2.1.2 Complexidade do género

A maioria das espécies do género Citrus apresenta caracteristicas complexas
guanto a sua constituicdo genética, embriologia, fisiologia de desenvolvimento e
biologia reprodutiva, as quais sdo intensamente estudadas nos programas de
melhoramento das espécies de alto interesse agrondmico.

Em contraste com a maioria das familias e demais tribos da familia Rutaceae, a
subfamilia Aurantioideae apresenta um conjunto basico cromossdémico x = 9 (numero
basico estavel e uma estrutura nuclear interfasica quase uniforme), sendo que a
condicdo mais frequente do género Citrus € a diploidia (2n = 2x = 18), tendo sido
relatado individuos tripldides e tetrapléides naturais, como por exemplo, a lima acida
‘Tahiti' (2n = 3x = 27) (ARAUJO et al., 2005). E importante ressaltar que a notavel

capacidade de hibridacdo natural, em sua maioria interespecifica, esta intimamente



27

associada a alta estabilidade do cariétipo das células em Aurantioideae (GUERRA,
2000). Embora a condicdo mais corriqueira seja a diploidia, ha registros sobre
individuos euploides nos citros, representados por monopldides, diploides, tripléides,
tetrapléides, pentapléides e octoploides (ESEN; SOOST, 1973; LEE, 1988). Os
poliploides de origem somética sdo classificados como autopolipléides ou “poliploides
espontaneos” obtidos por processos naturais, como mutagcdes de gemas e
embriogénese nucelar (LEE, 1988), ou artificialmente, por meio de colchicina (JASKANI
et al., 1996) e cultura de tecidos (STARRANTINO; RECUPERO, 1981). Quanto ao
aspecto morfo-fisiologico das plantas tetrapléides (2n = 4x = 36), € relatado que suas
folhas apresentam maior espessura e largura, além de uma tonalidade mais escura; o
crescimento é mais lento; as brota¢des sdo mais vigorosas; apresentam menor nimero
de sementes e relacdo embrido/semente inferior; atraso no florescimento e menor
frutificacdo. Ainda, somam-se a essas caracteristicas a sutil reducao do porte, além de
produzirem plantas menos eretas e mais compactas (MOREIRA; PIO, 1991).

Apesar de reunirem certas caracteristicas indesejaveis sob o0 ponto de vista
agrondmico, as plantas tetraploides sdo muito valiosas para o melhoramento, uma vez
que, em cruzamento com dipléides, podem produzir variedades tripldides sem
sementes, além da aplicacdo direta como porta-enxertos nanicantes (OLLITRAUT;
MICHAUX-FERRIERE, 1992). Antigamente, a estratégia de producdo de individuos
tripldides por retrocruzamento era limitada em consequéncia da raridade de gendtipos
tetrapldides, os quais podem surgir espontaneamente na natureza, pela duplicacao dos
cromossomos nas células que dariam origem aos embrides nucelares. Todavia, a
técnica de cultura de tecidos e, sobretudo, a hibridacdo somatica tem-se mostrado
bastante eficaz para a obtencéo de polipldides (GROSSER; GMITTER JUNIOR, 1990).

Além da poliploidia, outros fatores significativos no que se refere a biologia
reprodutiva dos citros sdo a apomixia nucelar, descrita como um processo de
reproducdo assexual, no qual séo originados embrides a partir de células pertencentes
ao tecido do 6vulo, ndo ocorrendo assim, a fusdo de gametas; e a poliembrionia, que se
refere & presenca de mais de um embrido nas sementes, podendo ser de origem
apomitica (nucelar) ou zig6tica (BACCHI, 1944). A apomixia é distinta da embriogénese

somética comum por ocorrer dentro de uma estrutura especializada, derivando de um
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tecido localizado dentro ou préximo do gametéfito feminino. Dessa forma, as plantas
desenvolvidas a partir de embrides nucelares apresentam identidade genética completa
com a planta-méde, ndo havendo a redugdo meidtica durante a formagdo do embrido
(KOLTUNOW, 1993), sendo um mecanismo de fixacdo de variabilidade genética
(FROST, 1943; FROST; SOOST, 1968; KOLTUNOW, 1993). Além disso, nos citros, o
surgimento do embrido apomitico ou nucelar é associado a uma estratégia interessante
da espécie para superar problemas de incompatibilidade pdés-zigotica (KOLTUNOW,
1993). Por apresentar um padrdo de desenvolvimento idéntico ao do embrido sexual,
fato este que prejudica a identificacdo e selecdo de embrides, a apomixia é tratada
como um dos grandes problemas enfrentados no melhoramento genético de citros via
hibridacdo sexual, além do mais, nas sementes, os embrides nucelares concorrem por
nutrientes e espaco com os embrides zigéticos (BRUCK; WALKER, 1985). Por outro
lado, a poliembrionia é muito interessante para o sistema de producdo de porta-
enxertos e horticulturalmente vantajosa, devido a fidelidade genética da planta méae,
uniformidade de producéo e facilidade de conducédo no viveiro (GROSSER; GMITTER
JUNIOR, 1990).

Além das caracteristicas acima citadas, o longo periodo juvenil ou juvenilidade,
muito acentuado principalmente em laranja doce, enquadra-se em mais uma dificuldade
para o melhoramento do género, pois promove, além da incapacidade de florescimento,
uma morfologia angular do caule e folhas, altas taxas de crescimento, abundancia de
espinhos que variam em tamanho, crescimento vertical vigoroso, frutos mais alongados
e com baixo contetido de suco (FROST, 1943; GROSSER; GMITTER JUNIOR, 1990).

Dentre outros fatores, a heterozigose elevada, caracterizada como medida
indireta do grau da natureza hibrida de uma espécie e pode ser causada por mutacao
génica frequente, polinizacdo cruzada e embrionia nucelar (MACHADO et al., 2005); e
a auto-incompatibilidade, caracterizada pelo desenvolvimento de frutos sem sementes e
ndo havendo, portanto, a fecundacgéo cruzada (GROSSER; GMITTER JUNIOR, 1990),
também representam importantes barreiras a serem superadas pelos programas de

melhoramento de citros.
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2.1.3 A citricultura no Brasil

Ha mais de cem anos a citricultura é praticada no Brasil, porém, a inddstria dos
citros tornou-se importante somente a partir da década de 60, no momento em que a
producédo voltou-se para o mercado internacional com a exportacdo de suco de laranja.
Atualmente, o pais é o maior produtor mundial de laranja e o maior produtor e
exportador de suco concentrado e congelado (FCOJ — Frozen Concentrated Orange
Juice), sendo esta cultura a principal responsavel pelo crescimento da fruticultura
brasileira (FAO, 2010; IBGE, 2009). Apesar de o FCOJ ser o principal produto da
laranja, varios subprodutos, com valor comercial, sdo obtidos durante o processamento,
tais como os Oleos essenciais, d'limonene, terpenos, liquidos aromaticos e farelo de
polpa citrica (AGRIANUAL, 2010).

Hoje, a citricultura emprega diretamente 400 mil pessoas, e constitui a principal
atividade econdmica de mais de 440 municipios paulistas e do Triangulo Mineiro,
movimentando valores superiores a US$ 1 bilhdo anuais, gerando assim, um PIB
equivalente a US$ 5 bilhdes. Portanto, associado as boas condi¢cdes climéticas de
cultivo, a citricultura nacional esta consolidada na estrutura sécio-econdémica, como um
importante segmento agroindustrial do pais, sendo cultivada em praticamente todas as
regides, com supremacia dos estados de Sao Paulo, Bahia, Sergipe e Minas Gerais
(BOTEON; NEVES, 2005; IBGE, 2009). Na safra terminada em junho de 2009, a
producdo brasileira de laranja atingiu 18,5 milhdes de toneladas numa area colhida total
de 840 mil hectares. O preco médio da caixa de 40,8 kg de laranja ‘Péra’ destinada a
industria foi de R$ 7,71 (AGRIANUAL, 2010).

Por dispor de um parque industrial voltado ao mercado externo de suco e a
proximidade das metrOpoles nacionais de maior poder aquisitivo, o estado de Séo
Paulo é o principal produtor nacional de citros, concentrando em torno de 88% da
producdo nacional, totalizando 690 mil hectares, somando cerca de 230 milhdes de
pés. Com 98% da matéria prima do suco produzido e 97% das vendas externas da
bebida do Brasil, 0 estado possui ainda o maior pomar do mundo e é também o
primeiro produtor e exportador mundial de suco de laranja, seguido por Estados Unidos,
Unido Européia e China (FUNDECITRUS, 2010; AGRIANUAL, 2010).
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Muito aguém da producdo de laranja, mesmo com o crescimento do consumo de
frutos de tangerina, a producdo nacional de tangerinas e seus hibridos somam apenas
1,2 milhdo de toneladas em 2007. A China, com 17 milhdes de toneladas, ocupa o
primeiro lugar na produ¢cdo mundial de tangerinas (FAO, 2010; AGRIANUAL, 2010).

2.1.4 Melhoramento genético

O melhoramento genético de plantas com interesse agronémico visa
fundamentalmente obter variedades capazes de reunir caracteristicas como resisténcia
a fatores bioticos ou abidticos, associados a condicbes de adaptacdo e elevada
produtividade. No caso dos citros, o melhoramento genético é voltado para o
desenvolvimento de novas variedades copa e de porta-enxerto (GROSSER; GMITTER
JUNIOR, 2005).

Para variedades copa, o0 melhoramento concentra-se na produtividade,
adaptacBes a condi¢cdes climéaticas adversas e condi¢cdes de solo, bem como, na
qualidade e caracteristicas do fruto (aspecto externo, tamanho e forma, qualidade e
quantidade do suco, sabor, coloragéo, solidos soluveis, acidez desejavel e nimero de
sementes) e na resisténcia a patégenos (TEOFILO SOBRINHO et al., 1978). Ja no
melhoramento de variedades porta-enxerto, o objetivo dos programas visa a resisténcia
a pragas e doengas, a tolerancia a adversidades climéaticas, diminui¢cdo do porte, maior
sincronismo entre copa/porta-enxerto e qualidade dos frutos (GROSSER et al., 1998).

No entanto, apesar das espécies citricas apresentarem uma grande variabilidade
genética, o melhoramento genético tradicional, tanto de porta-enxerto quanto de copa,
tem apresentado limitacbes quanto a obtencdo de novas variedades, devido a
descontinuidade dos programas estabelecidos e também por fatores bioldgicos que
dificultam o melhoramento genético e a selecdo de variedades (SOOST; CAMERON,
1975; GROSSER; GMITTER JUNIOR, 1990).

Um dos maiores obstaculos enfrentados pelos programas de melhoramento
convencional, via hibridacéo sexual, em citros é a apomixia, também conhecida como
embrionia nucelar, na qual, embrides nucelares (clones maternos) competem por

espaco e nutrientes com o embrido zigotico, causando a perda do mesmo ou, muitas
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vezes, dificuldade de sua identificacdo perante aos demais embrides nucelares
(MEDINA FILHO et al., 1991; CRISTOFANI; MACHADO, GRATTAPAGLIA, 1999). Além
disso, caracteristicas intrinsecas ao género também representam dificuldades aos
programas de melhoramento em citros como: longo periodo juvenil (SOOST,;
CAMERON, 1975), alta heterozigose (BARRET; RHODES, 1976), poliploidia
(CRISTOFANI; MACHADO, GRATTAPAGLIA, 1999), esterilidade do grao de pdélen e do
ovulo e incompatibilidade sexual (GROSSER; GMITTER JUNIOR, 1990; LING; NITO;
IWAMASA, 1989; VARDI; GALUN, 1989). Assim, a transposi¢cdo destas adversidades é
imprescindivel para a manutencao da lideranca brasileira na produ¢cdo mundial.

Com o desenvolvimento e a incorporacdo de novas tecnologias, tais como a
biologia molecular e a cultura de tecidos, é possivel superar as barreiras impostas pelas
caracteristicas genéticas e reprodutivas inerentes ao citros. Assim, a hibridacao
somaética e a transformacao genética tornaram-se ferramentas notaveis e fundamentais
para o melhoramento genético por meio da producdo de novas variedades com
caracteristicas agronémicas desejaveis, contribuindo significativamente com as
pesquisas, visando superar as limitacbes encontradas no melhoramento tradicional e
aproveitar a grande variabilidade genética disponivel (MENDES et al., 2002; COSTA,;
MENDES; MOURAO FILHO, 2003). Desse modo, programas de melhoramento que
unam os métodos tradicionais juntamente com as novas biotecnologias serdo capazes
de identificar novas variedades copa e porta-enxerto que possuam complexas
combinacfes de caracteristicas, otimizando assim todos 0s recursos do processo
produtivo citricola (GROSSER; GMITTER JUNIOR, 1990; MACHADO et al. 2005).

2.2 Hibridacdo somatica

A hibridacdo somaética consiste num processo aditivo de protoplastos produzindo
hibridos alotetrapléides (GMITTER JUNIOR; GROSSER; MOORE, 1992) e tem sido
uma ferramenta efetiva e consolidada no melhoramento genético de espécies
economicamente importantes como a batata, trigo, arroz e citros (JOHNSON;
VEILLEUX, 2001). A técnica permite combinar genitores com caracteristicas

complementares, sem perda significativa do vigor, resultando na expresséo aditiva das
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caracteristicas dominantes no hibrido, este muitas vezes ndo pode ser obtido atraves
do método de melhoramento convencional. Possibilita, também, a utilizacdo de clones
estéreis nos esquemas de melhoramento, a transposicdo da incompatibilidade de
cruzamento na obtencao de formas hibridas, previamente impossiveis entre espécies e
géneros, bem como, a diversificacdo de gendétipos tetrapléides e a sintese direta de
hibridos tripldides pela fusdo de protoplastos hapléides e dipldides. Conseqglientemente,
0S novos genotipos gerados sdo potencialmente valiosos para a ampliacdo da base
genética e no melhoramento de variedades porta-enxerto e copa de citros (GROSSER,;
GMITTER JUNIOR, 2005; CAl et al., 2007; AN et al., 2008).

Além disso, entre as principais vantagens da obtencdo de hibridos somaticos
interespecificos e intergenéricos de citros, destaca-se o fato de que os hibridos
produzidos mantém integralmente a complexa combina¢édo genética de ambos os pais.
Devido ao fato de ndo existir segregacdo meiotica na hibridacdo somatica, os genes
recessivos deletérios existentes nos pais, permanecem mascarados nos hibridos
sométicos (GROSSER; GMITTER JUNIOR, 1990).

2.2.1 Histérico da hibridagcdo somatica

O primeiro registro de estudos de cultura de tecidos in vitro envolvendo a
regeneracdo de plantas citricas, foi no inicio da década de 70, na producédo de calos
embriogénicos, a partir do cultivo de 6vulos de laranja doce ‘Shamouti’ (C. sinensis L.
Osbeck) (KOCHBA; SPIEGEL-ROY; SAFRAN, 1972). Em seguida, o primeiro trabalho
utilizando protoplastos isolados de citros foi realizado, os quais se demonstraram
totipotentes e permitiram a obtencdo de calos e o desenvolvimento de embribes
somaéticos (VARDI; SPIEGEL-ROY; GALUN, 1975). Tais resultados constituiram a base
de estudos e, a partir de entdo, tornaram-se o0 ponto de partida para numerosos
trabalhos de regeneracdo de plantas do género Citrus e outros da subfamilia
Aurantioideae a partir de protoplastos, dentre os quais, destacam-se: Vardi; Hutchison e
Galun (1986); Kobayashi; Uchimiya e Ikeda, (1983); Kobayashi et al. (1988); Hidaka e
Kajiura (1988); Sim; Loh e Goh (1988); Ling et. al. (1990); Tusa; Grosser e Gmitter
Junior (1990) e Kunitake; Kagami e Mii (1991).
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A producdo de hibridos somaticos intergenéricos via fusdo de protoplastos foi
realizada inicialmente por Melchers; Sacristan e Holder (1978) que, ap0s sucessivos
testes quanto a composi¢do de solucdes e meios de cultivo, viabilizou a fusdo de
protoplastos de batata e tomate. Em seguida, o primeiro exemplo de hibrido somatico
entre o género Citrus com outro género sexualmente compativel, o Poncirus, por fusdo
de protoplastos, foi obtido por Ohgawara et. al. (1985).

Com o estabelecimento da técnica, diversos paises iniciaram projetos para a
producdo de hibridos somaticos de Citrus e, sobretudo no Japdo, com os trabalhos
descritos por Kobayashi e Ohgawara (1988) e Kobayashi et. al. (1988), bem como nos
Estados Unidos por Grosser e Gmitter Junior (1990), foram regenerados hibridos
somaticos resultantes das combinacdes de laranja doce ‘Washington (C. sinensis L.
Osbeck) com tangerina ‘Satsuma’ cv. Hayashi (C. unshiu), o qual é considerado o
primeiro hibrido interespecifico regenerado via fusdo de protoplastos do género Citrus,
laranja doce ‘Hamlin’ (C. sinensis L. Osbeck) com Citropsis gilletiana e tangerina
‘Cledpatra’ (Citrus reticulata Blanco) com C. gilletiana.

Através da fusdo de protoplastos, Grosser; Ollitraut e Olivares-Fuster (1992) e
Grosser et al. (1994) contribuiram ainda mais para a producéo de importantes hibridos
sométicos empregados em programas de melhoramento de citros, como: laranja doce
‘Hamlin” (C. sinensis L. Osbeck) com Severina buxifolia (Poir.) Tenore; tangerina
‘Cledpatra’ (Citrus reticulata Blanco) com Poncirus trifoliata cv. ‘Flying Dragon’;
tangerina ‘Cledpatra’ (C. reticulata Blanco) com citrumelo ‘Swingle’ (Citrus paradisi x P.
trifoliata); laranja doce ‘Valéncia’ (C. sinensis L. Osbeck) com lim&o ‘Rugoso’ (C.
jambhiri Lush); laranja doce ‘Hamlin’ (C. sinensis L. Osbeck) com limdo ‘Rugoso’ (C.
jambhiri Lush); pomelo ‘Thompson’ (C. paradisi Macf.) com tangor ‘Murcote’ (C. sinensis
L. Osbeck x C. reticulata Blanco); tangerina ‘Cledpatra’ (Citrus reticulata Blanco) com P.
trifoliata cv. Argentine; laranja ‘Succari’ (C. sinensis L. Osbeck) com P. trifoliata cv.
Argentine; laranja Azeda (C. aurantium) com lim&o Cravo (C. limonia L. Osbeck); e
‘liméao Milam’ (C. jambhiri x C. sinensis L. Osbeck) com tangerina ‘Sun Chu Sha’ (C.
reticulata Blanco).

Nas ultimas duas décadas, um impressionante progresso foi feito quanto a

hibridacdo somatica de citros, e mais de 250 hibridos intergenéricos e interespecificos
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foram produzidos para uso direto como variedades porta-enxerto e copa (GUO et al.,
2004; GROSSER; GMITTER JUNIOR, 2010).

Ha mais de uma década, o Brasil ocupa posi¢do de destaque no tocante ao
melhoramento genético de citros por meio da hibridacdo somatica entre genitores de
géneros ou espécies diferentes. No Laboratério de Biotecnologia Vegetal, do
CENA/USP, e no Laboratdrio de Biotecnologia de Plantas Horticolas, da ESALQ/USP,
ja foram produzidos hibridos de tangerina ‘Cledpatra’ com laranja azeda (BENEDITO,
1999), laranja ‘Caipira’ com limdo ‘Cravo’ (MENDES-DA-GLORIA; MOURAO FILHO;
MENDES, 2000), laranja ‘Caipira’ com tangerina ‘Cledpatra’, laranja ‘Caipira’ com liméo
‘Volkameriano’, laranja ‘Caipira’ com limdo ‘Rugoso da Flérida’, limdo ‘Cravo’ com
laranja azeda (MENDES et al., 2001), tangerina ‘Cledpatra’ com limao ‘Volkameriano’,
limdo ‘Cravo’ com tangerina ‘Sunki’, laranja ‘Valéncia Ruby Blood’ com limao
‘Volkameriano’, laranja ‘Valéncia Rohde Red’ com limdo ‘Volkameriano’, laranja
‘Valéncia’ cv. 63 com Fortunella obovata (COSTA; MENDES; MOURAO FILHO, 2003),
laranja ‘Hamlin’ com pomelo ‘Indian red’, laranja ‘Hamlin” com pomelo ‘Singapura’
(CALIXTO et al., 2004), e laranja doce ‘Hamlin’ com mexerica ‘Montenegrina’ (PAVAN,
2006), os quais se encontram em avaliagdo de campo para as caracteristicas

agrondmicas e resisténcia a doencas.

2.2.2 A fuséo de protoplastos

Considerado um estado celular transitorio obtido em condi¢des laboratoriais,
protoplastos sédo células desprovidas de parede celular, propriedade que as tornam
Uteis em estudos de transferéncia génica, extracdo de organelas e também no processo
de obtencdo de hibridos somaticos, em virtude da conservacdo completa das
potencialidades das células vegetais (FUNGARO; VIEIRA, 1989). Desse modo, os
protoplastos vém sendo utilizados com freqiéncia em programas de melhoramento
genético de espécies de interesse agrondmico (CARNEIRO et al., 1998). No caso de
espécies citricas, o isolamento tem sido realizado a partir de calos (VARDI; SPIEGEL-
ROY; GALUN, 1975; KOBAYASHI; UCHIMIYA; IKEDA, 1983), de cultura de células em
suspensao (KOBAYASHI; IKEDA; UCHIMIYA, 1985; GROSSER; GMITTER JUNIOR,
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1990), e de cotilédones (BURGER; HACKETT, 1982). Protoplastos também tem sido
isolados de folhas (GROSSER; CHANDLER, 1987), que apesar de ndo serem
embriogénicos, sdo Uteis juntamente adicionados com protoplastos de calos ou células
em suspensdo, para 0 monitoramento visual da ocorréncia de heterocariontes
(GROSSER; CHANDLER, 1987).

A fusdo de protoplastos constitui-se em nova e viavel alternativa no
melhoramento de citros, aplicada tanto em programas de melhoramento de cultivares
copa quanto de porta-enxertos, que agrega integralmente os dois genomas genitores,
assim como suas respectivas organelas citoplasmaticas (BINSFELD, 1999), fenbmeno
este que pode promover a producdo de anfidiploides, a superacdo de
incompatibilidades sexuais, a transferéncia de parte do genoma de uma espécie para
outra, permitindo a producgéo de plantas resistentes a pragas e doengas ou a estresses
abioticos (LIU; XU; DENG, 2005).

A respeito do melhoramento de variedades copa, com base na qualidade dos
frutos relatada por Guo et al. (2004) e também por Grosser e Gmitter Junior (2005;
2010), os hibridos somaéticos tetraploides podem ser empregados diretamente como
copa, assim como, utilizados em programas de melhoramento no papel de genitor
tetrapléide (2n = 4x = 36) em cruzamentos com individuos diploides (2n = 2x = 18)
gerando uma progénie triploide (2n = 3x = 27), esta Ultima, de extremo interesse sob o
ponto de vista agrondmico devido & producdo de frutos sem sementes (MOURAO
FILHO; GMITTER JUNIOR; GROSSER, 1996). De acordo com Gmitter Junior; Grosser
e Moore (1992), a fusdo de protoplastos pode produzir hibridos somaticos
potencialmente capazes de gerar variedades superiores que apresentem caracteristicas
complementares, contemplando as qualidades dos seus genitores, sem que ocorra
segregacao geneética. A técnica ja € conhecida e bem sucedida em programas de
melhoramento de citros nos Estados Unidos, Franca, Italia, Israel, Jap&o, China e Brasil
(OHGAWARA et. al.,, 1985; VARDI; GALUN, 1989; GROSSER; OLLITRAUT,;
OLIVARES-FUSTER, 2000; GROSSER; GMITTER JUNIOR, 2010; BENEDITO;
MOURAO FILHO; MENDES, 2000; MENDES et al., 2001).

Na hibridacdo somatica de citros utiliza-se necessariamente protoplastos

isolados de calos e suspensdes celulares com propriedade embriogénica e capacidade
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de regeneracdo, o que limita o grupo de material disponivel, juntamente com
protoplastos provenientes do mesofilo foliar. Diversos fatores tais como o0 genotipo,
estado fisiolégico das células, fonte de tecidos, tipo e concentracdo de enzimas e
estabilizadores osmoéticos, meios de cultura, tempo de incubacdo na solucdo
enzimatica, agitacdo, luminosidade e temperatura influenciam a viabilidade dos
protoplastos e estdo ligados a eficiéncia do isolamento. Assim, os protocolos para o
isolamento de protoplastos a partir de calos e folhas devem ser estudados e
maximizados para que 0S mesmos expressem sua totipoténcia e se desenvolvam em
plantas férteis, pois os fatores biolégicos considerados podem variar de espécie para
espécie e até mesmo de variedade para variedade (GROSSER; GMITTER JUNIOR,
2010; KUNITAKE; MIl, 1995; CARNEIRO et al., 1998; COSTA, 2001; DAVEY et al.,
2005).

Conforme descrito por Binsfeld (1999) a eficiéncia da producdo de hibridos
soméaticos por fusdo de protoplastos depende do sucesso de quatro estagios
sequenciais: 1) isolamento e cultura de protoplastos; 2) inducdo de fusdo de
protoplastos com alta frequiéncia e sem perda de viabilidade; 3) regeneracdo do
material vegetal; e 4) confirmacé&o de obtencéo do hibrido ou cibrido.

Os protoplastos dipldides empregados na técnica geralmente seguem o modelo
da fusédo de células de calos embriogénicos com células derivadas do mesofilo foliar,
com protocolo bem estabelecido para o género Citrus (GROSSER; OLLITRAUT,;
OLIVARES-FUSTER, 2000).

No processo de obtencédo de protoplastos, a digestdo da parede celular e o
estabelecimento da condicdo de recém isolamento sdo realizados por solucdes
enzimaticas constituidas de celulases e pectoliases, juntamente com estabilizadores
osmoticos (manitol, sorbitol, sacarose, glicose, galactose e celobiose) e estabilizadores
de membrana (calcio e fésforo), sendo o método mais usado para degradacdo da
parede celular (CARNEIRO et al., 1998).

O processo de fusao propriamente dito é resultante de tratamentos quimicos ou
fisicos comuns. A membrana plasmatica dos protoplastos, ap0s a etapa de isolamento,
possui carga elétrica negativa e, no caso da fusdo quimica, para induzir o contato

intimo entre as membranas plasméticas, € necessario a neutralizacdo das cargas da
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superficie por meio de solu¢gbes de pH elevado ou pelo uso de polications, como o
polietilenoglicol (PEG), o qual é extensivamente empregado em muitos laboratérios
como agente aglutinador e tem se mostrado um método simples, eficiente, e nao
interfere na viabilidade do protoplasto (MOURAO FILHO, GMITTER JUNIOR;
GROSSER, 1996; BINSFELD, 1999). Por sua vez, o método fisico consiste na
aplicagdo de um campo de corrente alternada, de baixa voltagem e a subsequente
aplicacdo de um ou mais pulsos de corrente continua de alta intensidade, gerando
poros temporarios nas membranas e conseqientemente a fusdo entre os protoplastos
sob contato (CARNEIRO et al., 1998; COSTA, 2001). Contudo, métodos mais refinados,
como a fuséo eletroquimica, aliaram os dois procedimentos através da inducdo quimica
via PEG, juntamente a aplicacdo de pulsos de corrente elétrica com o intuito de
desestabilizar, entrelacar e realizar a fusdo das membranas dos protoplastos
(OLIVARES-FUSTER; DURAN-VILA; NAVARRO, 2005).

ApOs o processo, trés resultados sédo possiveis: a fusdo completa dos nucleos de
ambos o0s genitores ou cariogamia (hibrido completo ou simétrico); a perda
cromossdmica de um ou de ambos os nucleos (hibrido assimétrico); e a perda total do
nacleo de um dos genitores (cibrido) (BENGOCHEA; DODDS, 1986). Segundo Guo et
al. (2000), grande parte das plantas de Citrus regeneradas em experimentos de fuséo
com células somaticas geralmente apresentam cariogamia, o que denota o grande vigor

e alta capacidade embriogénica e de regeneracao do hibrido somético.
2.2.3 Regeneracao de plantas

Os protoplastos sédo cultivados na densidade final recomendada equivalente a
2.10° protoplastos.mL™ em meio de cultura que induz a formacéo de uma nova parede
celular e, em seguida, a divisdo celular e a regeneracao de plantas. Necessariamente,
um dos genitores deve apresentar alto potencial embriogénico, permitindo assim que a
formacdo de embrides ocorra espontaneamente logo apos a fusdao (CARNEIRO et al.,
1998; MENDES-DA-GLORIA; MOURAO FILHO; MENDES, 2000). Apds o
plagueamento dos protoplastos fusionados, € necessario oferecer condicbes ambientais

para que se inicie 0 processo de regeneracao a partir da unidade celular.
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Os tecidos vegetais cultivados in vitro possuem capacidade para formar gemas,
raizes ou embrides somaticos. Gmitter Junior; Grosser e More (1992) relatam que a
regeneracdo de plantas, via organogénese ou embriogénese somatica, a partir do
cultivo de células e tecidos vegetais in vitro, € a base para a utilizacdo da biotecnologia
no melhoramento de espécies citricas.

A embriogénese somatica consiste na regeneracdo de plantas no cultivo in vitro,
na qual células somaticas ou hapléides desenvolvem-se por meio de diferentes
estagios embriogénicos, formando estruturas e padrées de desenvolvimento
semelhantes a embrides zigéticos, sem que haja fusdo de gametas. Este sistema é
baseado na capacidade dos calos, massas de ceélulas em diferentes estagios de
diferenciacdo que podem ser induzidos e diferenciados de acordo com o estimulo
ambiental e/ou quimico, em adquirir novas competéncias morfogenéticas, dentre as
guais, o potencial embriogénico para regeneracdao de plantas (GUERRA; TORRES;
TEIXEIRA, 1999; FIORE et al., 2002).

Para favorecer a cultura de protoplastos e a formacéo de microcol6nias de citros,
Grosser e Chandler (1987) e Costa (2001) recomendam o meio BH3, o qual apresenta
uma composicdo bastante complexa, contendo um grande numero de vitaminas,
acucares e acidos organicos. No tocante ao cultivo dos microcalos, calos e embrides
somaticos, 0os meios de cultura utilizados na regeneracdo sdo baseados nas
formulacdes dos meios MS (MURASHIGE; SKOOG, 1962) e MT (MURASHIGE;
TUCKER, 1969); bem como os de formulacdes derivadas do MT, como os meios de
cultura EME, 1500 e B+ (GROSSER; GMITTER JUNIOR, 2010).

A embriogénese somatica é altamente dependente da composi¢cdo do meio de
cultura, principalmente dos reguladores de crescimento e das fontes de carboidratos,
sendo a sacarose a mais comumente utilizada. O cultivo das microcol6nias, microcalos
e calos no processo de regeneracdo de citros deve ser otimizado para cada variedade
em estudo (KOCHBA et al., 1982). E importante salientar que dificulades na
regeneracdo de plantas citricas por embriogénese somatica podem ocorrer devido ao
surgimento de embriBes somaticos com desenvolvimento anormal (embriGes
assimétricos), e morfologicamente mal-formados (MENDES-DA-GLORIA; MOURAO
FILHO; MENDES, 2000).
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Entretanto, mesmo apds a regeneracdo e obtencdo de plantas, os hibridos
somaticos podem apresentar flores com desenvolvimento anormal ou ndo ser férteis,
especialmente os que combinam genitores geneticamente distantes. Outra possivel
conseqiéncia é a inibicdo da recombinacdo genética nos hibridos soméaticos, devido ao
pareamento preferencial dos cromossomos. Diferentemente da hibridacdo sexual, a
auséncia de segregacdo e recombinacdo significa que somente uma combinacéo
hibrida pode ser produzida por qualquer par de genitores e, portanto, ndo sera obtida
nenhuma variacdo de caracteres sobre a qual deva ser aplicada uma pressdo de
sele¢do (GROSSER; GMITTER JUNIOR, 2010).

2.2.4 Confirmacdo da hibridagdo somética

Avaliagbes morfologicas, citologicas e analises moleculares sdo normalmente
realizadas nas plantas ap0s a aclimatizacdo, com 8 a 18 meses apos a fusédo de
protoplastos. Muitos métodos foram desenvolvidos para a confirmacédo da hibridacdo
somética de Citrus, incluindo andlises comparativas da morfologia vegetativa das
plantas regeneradas, quantificacdo da ploidia por citometria de fluxo e, principalmente,
testes de paternidade utilizando marcadores moleculares (RFLP, RAPD e SSR)
(GROSSER et al., 1996; OLLITRAULT et al., 1996). Associa¢fes de diferentes técnicas
sdo comuns, pois eles ndo podem confirmar definitivamente a natureza hibrida das
plantulas obtidas a partir de experiéncias de fusao de protoplastos.

De forma geral, os hibridos sométicos apresentam fenétipo similar e
intermediario quando comparado aos seus genitores. Caracteristicas peculiares como a
presenca e tamanho do peciolo alado e da lamina foliar, aumento da espessura do
limbo foliar e folhas com coloracdo mais intensa (GROSSER; GMITTER JUNIOR,
1990). A morfologia foliar variavel, tais como folhas trifolioladas (GROSSER et al., 1998)
ou asas do peciolo (BALLVE; MEDINA-FILHO; BORDIGNON, 1997) sdo comumente
usadas como marcadores morfolégicos para identificar potenciais hibridos. No entanto,
a analise morfolégica ndo garante a ocorréncia da hibridacdo, pois tais diferencas
podem ser muito sutis, sobretudo no caso de combinac¢des interespecificas, sendo

assim, um procedimento complementar de avaliacao.
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Juntamente com a analise morfologica, a quantificacdo da ploidia é igualmente
uma avaliagdo complementar. A citometria de fluxo € uma técnica confiavel que envolve
a disperséo da luz e fluorescéncia de particulas em uma suspenséo liquida contendo o
DNA da planta hibrida, extraido de folhas, produzindo um histograma com um pico
dominante que corresponde aos nucleos que se encontram na fase G; do ciclo celular e
um pico menor que corresponde aos nucleos na fase G,. A intensidade relativa da
fluorescéncia € comparada as das plantas diploides (padrbes genitores) (DOLEZEL,
1997). Embora a analise do numero de cromossomos seja eficaz e amplamente
empregada para a determinacdo do numero total de cromossomos ou nivel de ploidia
de hibridos, ainda se faz necessaria a avaliacdo molecular para a confirmacéo da fusédo
entre ambos 0s genitores, por se tratar de um processo nao dirigido de recombinacgé&o
aleatoria e da grande semelhanca entre os cromossomos dos citros (GUERRA, 2000;
BINSFELD; SCHNABL, 2002; LIU; DENG, 2002).

Os marcadores moleculares podem ser Uteis se o polimorfismo € obtido. Quanto
aos marcadores moleculares utilizados para a andlise de DNA e confirmacdo da
hibridacdo, destacam-se o RAPD (DNA polimoérfico amplificado ao acaso), que se
baseia na amplificacdo de DNA, sendo possivel detectar polimorfismo em todo o
genoma estudado, e 0 SSR (sequencias simples repetidas ou microssatélites), o qual
compreende sequéncias curtas de oligonucleotideos, com 1 a 4 nucleotideos de
comprimento, repetidas em tandem, que ocorrem muito freqientemente em genomas
eucariotos, além de altamente distribuidos ao acaso, formando locos genéticos
bastante polimorficos (LAGERCRANTZ; ELLEGREN; ANDERSSON, 1993). Ambos séo
amplamente distribuidos no DNA genbmico e as suas regides podem ser amplificadas
individualmente via PCR (FERREIRA; GRATTAPAGLIA, 1998). Dessa forma, os
marcadores do tipo RAPD e SSR sao ferramentas ideais para o0 mapeamento geneético
e fisico de genomas, estudos de genética de populacdes e, sobretudo, para
identificacdo e discriminagdo de gendtipos (FERREIRA; GRATTAPAGLIA, 1998).
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2.3 Problemas fitossanitarios relacionados aos Citrus

Apesar da importancia do Brasil no cenario econémico mundial de producéo de
citros, diversos problemas fitossanitarios comprometem a sua produtividade, como
anormalidades fisiol6gicas, o surgimento de inUmeras pragas e doencas capazes de
causar danos irreversiveis que ameacgam quantitativamente e/ou qualitativamente a
producdo de frutos e pela auséncia de maior nimero de variedades de copa e porta-
enxerto (FUNDECITRUS, 2010).

Dentre as doencas destacam-se a tristeza dos citros (Citrus tristeza virus), o
cancro citrico (Xanthomonas axonopodis pv. citri), a gomose de Phytophthora
(Phytophthora nicotianae), o declinio dos citros, a clorose variegada dos citros (Xylella
fastidiosa), a Rubelose (Erythricium salmonicolor), a leprose dos citros, a morte subita
dos citros (MSC) e a pinta preta (Guignardia citricarpa). Mais recentemente, outra
doenca se tornou uma grande ameaca aos pomares, o huanglongbing (ex-greening),
cujo agente causal € a bactéria Candidatus Liberibacter spp. a qual se desenvolve no
floema, obstruindo-o e impedindo a distribuicdo da seiva (FUNDECITRUS, 2010).

Além das doencas acima citadas, a mancha-marrom ou mancha de Alternaria,
cujo agente causal € o fungo Alternaria alternata f. sp. citri. encontra-se presente em
diversos paises produtores de citros e vem se disseminando no mundo nos ultimos
anos (TIMMER et al., 1998). As laranjas doces, limas, limbes e laranja azeda sé&o
resistentes ao fungo em condi¢cdes normais de cultivo (SOLEIL; KIMCHI, 1997). Porém,
nos pomares de tangerinas e hibridos, a doenca tem sido considerada a mais séria na
atualidade, causando lesdes e queda de folhas novas, frutos, ramos e tecidos verdes
imaturos ou em fase de crescimento (WHITESIDE, 1976; KOHMOTO et al.,, 1993;
TIMMER; GARNSEY; GRAHAM, 2000; PERES; AGOSTINI; TIMMER, 2003;
FUNDECITRUS, 2010). Segundo Peres e Timmer (2005), o controle da doenca se
baseia principalmente na aplicagéo fungicidas cupricos durante os trés a quatro meses
de suscetibilidade dos frutos apés a florada, o que torna a atividade praticamente
inviavel em decorréncia do valor do produto e do alto nimero de aplica¢des, podendo
chegar a 15 aplicagbes (TIMMER et al, 2003). Na producdo de tangerina



42

“convencional’, o custo com fungicidas atinge R$1156,29/ha, o que representa cerca de
35% do custo de insumos (AGRIANUAL, 2010).

Entretanto, Reis (2006) relatou que a tangerina ‘Fremont’ (C. clementina Hort. ex
Tan. x C. reticulata Blanco) ndo apresentou respostas sintomaticas a doenca, a laranja
doce ‘Péra’ e a lima acida ‘Tahiti’ também mostraram-se resistentes. Em condi¢des
normais de cultivo, as tangerinas ‘Nules’ e ‘Thomas’, bem como a tangerina ‘Cledpatra’
também ndo apresentaram sintomas a doenca (FEICHTENBERGER, 2000; REIS,
2006). Com base nisso, considerou-se a possibilidade do uso dessas variedades como
fontes de gendtipos genitores em programas de melhoramento genético visando a
obtencdo de hibridos com caracteristicas que preservem a resisténcia a mancha

marrom de Alternaria, identificada nas variedades estudadas.
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3 MATERIAL E METODOS
3.1 Local

Os experimentos foram realizados no Laboratério de Biotecnologia Vegetal, do
Centro de Energia Nuclear na Agricultura (CENA/USP), no Laboratério de Biotecnologia
de Plantas Horticolas, do Departamento de Producédo Vegetal, e no Laboratério de
Genética Molecular, do Departamento de Fitopatologia e Nematologia, ambos da
Escola Superior de Agricultura "Luiz de Queiroz" (ESALQ/USP), todos situados na
cidade de Piracicaba-SP.

3.2 Material vegetal

As fusbes de protoplastos foram realizadas com os cultivares de laranja doce
‘Péra’ e ‘Westin’, como genitor embriogénico, e tangerinas ‘Fremont’, ‘Thomas’, ‘Nules’
e tangelo ‘Nova’, como genitor ndo embriogénico.

Os calos embriogénicos e suspensfes celulares de laranja doce foram obtidos
da colecdo de calos do Laboratério de Biotecnologia de Plantas Horticolas, cuja
manutencéo foi realizada através de subcultivos alternados, nos meios de cultura EME
0,146 M e H+H (GROSSER; GMITTER JUNIOR, 2010), suplementados com carvao
ativado (500 mg.L™) e isentos de regulador vegetal. Os calos embriogénicos foram
subcultivados a cada 30 dias em meio de cultura sélido e incubados no escuro, a 27 °C.
As culturas de células em suspenséao foram subcultivadas a cada 14 dias, nos meios de
cultura EME 0,146 M e H+H liquidos, e incubadas sob agitacdo orbital constante (150
rpm), a temperatura de 27 °C.

Os frutos maduros de tangerina ‘Fremont’, ‘Nules’ e ‘Thomas’ e de tangelo ‘Nova’
e borbulhas de ‘Fremont’, ‘Thomas’ e ‘Nova’ foram cedidos pelo Centro APTA Citros
"Sylvio Moreira"- IAC. Imediatamente apdés o recebimento do material, procedeu-se a
extracdo das sementes dos frutos, totalizando 140 sementes por cultivar. As sementes
foram secas e semeadas em substrato Plantmax® citros em tubetes de 250 mL, em

casa-de-vegetacdo. Apos 4 meses, os ‘seedlings’ obtidos foram transferidos para sacos
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plasticos de 1 L com o mesmo substrato, porém, suplementado com a incorporacéo,
antes do transplante, de adubo Osmocote® 22-4-8 (N-P-K) na propor¢cdo de 2 kg do
adubo por metro cubico de substrato. Em casa-de-vegetacdo, as borbulhas foram
enxertadas em mudas de limao ‘Cravo’ (C. limonia Osbeck), totalizando 20 enxertos por
cultivar. Apés 20 dias, foi retirado o fitilho (parafilme) e feita a verificagdo do pegamento
das borbulhas.

As plantas obtidas via semeadura ou enxertia de borbulhas das variedades de
tangerinas/tangelo utilizadas como genitores ndo embriogénicos nos experimentos de
fusdo de protoplastos, estdo sendo submetidas aos tratamentos descritos abaixo:

» podas rasas para renovacdao foliar, a cada 90 dias;

* adubacdo granulada: formula 22-4-8 (N-P-K; Osmocote®), a cada 60 dias;
« adubacéo liquida na &gua de irrigacéo: férmula 20-8-8 (N-P-K; 0,8 g L™;
Kristalon® lilas) + nitrato de célcio (0,8 g L™) + férmula 24-8-16 (N-P-K; 0,8
g.L-1; Peters Pofessional Tropical Foliage®), a cada 15 dias; e

» controle fitossanitario do 4caro-branco: aplicacdo de solucdo de acaricida
Vertimec® 18CE (0,8 mL.L™ de agua) + 6leo vegetal Stoller do Brasil S/A (8

mL.L-1 de 4gua) a cada 15 dias.
3.3 Hibridagao somatica

Os protoplastos foram isolados a partir de calos embriogénicos e suspenstes
celulares de laranja doce (Citrus sinensis L. Osbeck) e de mesofilo foliar de plantas de
tangerina (C. reticulata Blanco, C. clementina hort. ex Tan) e tangelo (C. reticulata
Blanco x C. paradisi Macf.) cultivadas em casa-de-vegetacao.

A metodologia empregada no isolamento, fusdo, cultura de protoplastos e
regeneracdo de plantas, a partir de células embriogénicas, derivadas de calos ou
culturas de suspensfes celulares, com protoplastos nao-embriogénicos de mesofilo
foliar foi descrita por Grosser e Gmitter Junior (1990) e modificado por Mendes-da-
Gléria; Mouréo Filho e Mendes (2000) (Tabela 1).
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3.3.1 Isolamento de protoplastos

Para o isolamento de protoplastos, em camara de fluxo laminar, calos
embriogénicos (500 mg) foram transferidos para placas de Petri (58 x 15 mm), contendo
2 mL do meio de cultura BH3 0,7 M e 2 mL da solucdo enzimatica composta por:

e 1% de Cellulase Onozuka R.S. (Yakult Pharmaceutical Ind. Co. Ltda.);
e 1% de Macerase R10 (Yakult Pharmaceutical Ind. Co. Ltda.); e
e 0,2% de Pectoliase Y-23 (Seishin).

Para o isolamento de protoplastos de mesofilo foliar, folhas jovens e vigorosas
foram coletadas e desinfestadas por imersdo em solucao de hipoclorito de sodio (2%),
contendo 3 gotas de detergente neutro ou outro surfactante, por 20 minutos, seguido
por 3 lavagens com agua destilada estéril em condicbes assépticas, de 5 minutos cada.
Em camara de fluxo laminar, com o auxilio de bisturi, foi retirada a nervura central. As
folhas finamente fatiadas foram transferidas para frasco tipo Erlenmeyer (250 mL),
contendo 5 mL do meio de cultura BH3 0,7 M e 2 mL de solucdo enzimatica descrita
acima. O material, tanto de calos quanto de folhas, foi incubado no escuro, por 14 - 16
horas, sob agitacao constante (40 rpm).

3.3.2 Purificacéo, fusédo e plaqueamento de protoplastos

A purificacdo dos protoplastos foi iniciada apds 14 - 16 horas de incubacéao,
verificando-se em microscépio Optico invertido a ocorréncia de digestdo da parede
celular. A suspensédo de isolamento foi filtrada em peneira de nylon (45 um) e, em
seguida, recolhida em tubo de centrifuga (15 mL). ApGs a centrifugacdo (100g, 5
minutos), o sobrenadante foi retirado e descartado. O ‘pellet’ precipitado foi
ressuspendido em 5 mL da solugdo CPW 25 M (FREASON; POWE; COCKING, 1973),
sobre o qual foi adicionado, delicadamente, 3 mL da solucdo CPW 13 M (FREASON et
al., 1973), gerando um gradiente de densidade entre os meios, em decorréncia da
relacdo de concentracdo sacarose/manitol. Apos centrifugacdo (100 g, 8 minutos), as
bandas formadas por protoplastos na interface dos meios, de ambos o0s genitores,

foram coletadas com o auxilio da pipeta de Pasteur e transferidas em igual volume para
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um novo tubo contendo 5 mL do meio BH3 0,7 M. Apds nova centrifugacdo (100 g, 5
minutos), o sobrenadante foi descartado e o 'pellet' precipitado foi diluido em meio BH3
0,7 M.

Para a fuséo, foram transferidas duas gotas da solucédo de protoplastos para o
centro de uma placa de Petri (58 x 15 mm) descartavel, sobre as quais foram
adicionadas duas gotas da solucdo 26,6 mM de polietiienoglicol (PM = 1450)
(GROSSER; GMITTER JUNIOR, 2010). Apés a incubacao por 8 minutos em auséncia
de luz, foram adicionadas duas gotas da solucdo de eluicdo, formada por 2 mL da
solucdo de lavagem “A”, para cada quatro gotas da solucdo de lavagem “B”
(GROSSER; GMITTER JUNIOR, 2010), incubando-se por 12 minutos. Em seguida, foi
realizada a triplice lavagem (10 minutos cada) dos protoplastos com 15 a 20 gotas do
meio de cultura BH3 0,7 M.

Os protoplastos foram entédo plagueados nos meios de cultura liquido BH3 0,7 M,
EME 0,7 M ou na mistura de BH3 0,7 M + EME 0,7 M e incubados no escuro, a 27°C.

3.3.3 Cultura dos protoplastos e regeneracao de plantas

Aos 20 dias de cultivo, foi iniciada a redugédo da pressdo osmoética do meio de
cultura pela adicdo de 10 a 12 gotas da mistura 1:1:1 de BH3 0,7 M: EME 0,6 M: EME
0,146 M (v:viv) (GROSSER; GMITTER JUNIOR, 2010). Nos cultivos posteriores, o
mesmo volume foi adicionado, no entanto, empregou-se a mistura 1:2 de BH3 0,7 M:
EME 0,146 M (v:v) (GROSSER; GMITTER JUNIOR, 2010).

Os microcalos desenvolvidos foram transferidos para placas de Petri (100 x 15
mm), contendo meio EME, modificado pela substituicdo da sacarose por 13 g.L™* (37
mM) de maltose (BENEDITO; MOURAO FILHO; MENDES, 2000). O material foi
incubado sob fotoperiodo de 16 horas de luz, a 27 °C.

Os embribes desenvolvidos no meio EME-Maltose foram transferidos para meio
de cultura EME suplementado com sacarose (25 g.L™) e posteriormente para o meio de
expansdo 1500 (meio EME modificado pela adicdo de 1,0 g.L™ de extrato de malte) em

placas de Petri (100 x 20 mm), sendo subcultivados a cada 15 dias.
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Apés a germinacdo do embrido, o material foi transferido para o meio de cultura

B+ (meio 1500 modificado pela adicdo de 0,02 mg.L™ de &cido naftaleno acético, 14,6

mg.L™" de cumarina e 20 mL de agua de coco), inicialmente em placas de Petri (100 x
20 mm) e depois transferidos para frasco tipo Magenta (GROSSER; GMITTER

JUNIOR, 2010). Transcorridos cerca de 20 dias no meio de cultura B+, as plantulas

desenvolvidas e alongadas foram transferidas para o meio de cultura de enraizamento
RMAN (GROSSER; GMITTER JUNIOR, 2010), por 30 dias.

Tabela 1 — Manutenc¢do das culturas de células, calos embriogénicos e plantas in vitro provenientes dos
experimentos de fuséo de protoplastos

~ PERIODO
CONBIEOES AMBIENTE ESTAGIO Dé MATURACAO DE B MEIO DE COMPOSICAO
~ Fisico REGENERACAO INCUBACAO CULTURA DO MEIO
INCUBACAO DIAS)
BH3 /
Protoplastos 15-20 BH3+EME BH3 0677/ EME
Placa de Diviséo Celular /EME ,
g Petri BH3 0,7/ EME
2 58 Microcoldnias 20 1:1:1 0,6/ EME
& (58 x 15 0,146
mm) :
Calogs Microcalos 15 1:2 BH3 0.7 / EME
alogénese ’
J Calos 15 1:2 0,146
= EME 0,146 +
Formacéao do EME '
Placa _de embrido 25 Maltose Maltos_elz (13
Petri g.L")
(100 x 15 EME EME 0,146 +
mm) Proliferagcéo 15 Sacarose Sacarose
B (30g.LY
c
g Placa de EME 0.146 +
= Petri x ’
§ (100 X 20 Expansao 15 1500 I(Elx'i) gﬂiltl?
O mm) Embriogénese
2 _ 1500 + ANA
o Germinacao 15-20 B+ (0,02 mg.L™) +
3 Cumarina
~ Alongamento / (14,6 mg.L™) +
3 Fr?scos Brotaco 15-20 B+ Agua de Coco
1po (20 mL)
Magenta MT + ANA
-1
Enraizamento 30 RMAN (2,01mg.L") +

carvao ativado
(0,59.L™
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3.3.4 Aclimatizacéao

As plantas com desenvolvimento monopodial de parte aérea e sistema radicular
vigoroso, cultivadas nos meios de cultura B+ e RMAN, foram cuidadosamente
aclimatizadas em vasos plasticos (500 mL), contendo substrato estéril (Plantmax®
citros) suplementado com a formula 22-4-8 (N-P-K; Osmocote®) e sulfato de amonio
((NH4),S0,4). Os vasos foram cobertos com saco plastico estéril para manutencéo de
alta umidade relativa.

As plantas em processo de aclimatizagdo foram mantidas, inicialmente, em sala
de crescimento, sob condi¢bes de luz e temperatura controladas. Para a manutencéo
de alta umidade relativa no ambiente de aclimatizacdo das plantas, o saco plastico foi
umedecido duas a trés vezes por dia, sendo retirado por um periodo de 5 minutos. Ao
longo do tempo, gradativamente este periodo foi aumentado até a completa retirada do
saco plastico dos vasos. Finalmente, as plantas totalmente aclimatizadas foram
transferidas para casa-de-vegetacéo.

Numa alternativa ao enraizamento das plantas in vitro foram feitas micro-
enxertias in vitro de brotagdes desenvolvidas de embrides cultivados no meio de cultura
B+ das combinacdes laranja doce 'Péra’ + tangerina 'Fremont’, laranja doce 'Péra’ +
tangelo 'Nova’, laranja doce 'Péra’ + tangerina 'Thomas' e laranja doce 'Péra’ +
tangerina 'Nules', em porta-enxertos citrange 'Carrizo’ (C. sinensis L. Osbeck. x
Poncirus trifoliata L. Raf.) germinados in vitro. Apés 30 dias, com o '‘pegamento’ da
enxertia in vitro, as plantas micro-enxertadas com desenvolvimento foliar consistente

foram aclimatizadas, seguindo o procedimento descrito acima.

3.4 Confirmacéo da hibridagdo somatica

A confirmacdo da hibridacdo somatica foi realizada pela analise morfoldgica,
determinacéo da ploidia por citometria de fluxo e avaliagdo molecular por marcadores
do tipo microssatélites (sequencias simples repetidas) e RAPD (DNA polimorfico

amplificado ao acaso).
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3.4.1 Anélise morfoldgica das plantas regeneradas

Transcorridos 18 meses apdés a fusdo de protoplastos, foi feita a analise
morfolégica por meio de comparagdo das caracteristicas foliares, como forma e
dimensdao, coloracdo, espessura e conformacado do peciolo, dos genitores e da planta

aclimatizada obtida.
3.4.2 Determinacdo da ploidia por citometria de fluxo

As analises de citometria de fluxo foram realizadas no Laboratorio de

Biotecnologia do Centro APTA Citros "Sylvio Moreira"- IAC, em Cordeirépolis-SP.

Amostras das plantas obtidas nos experimentos de fusdo de protoplastos de
laranja doce ‘Péra’ + tangerina ‘Fremont’, laranja doce ‘Péra’ + tangerina ‘Thomas’,
laranja doce ‘Péra’ + tangerina ‘Nules’ e laranja doce ‘Péra’ + tangelo ‘Nova’, assim
como os padrdes de genomas dipldides de laranja doce e tangerina/tangelo (genitores),

foram analisadas por citometria de fluxo.

As amostras foram constituidas por segmentos foliares de 1 cm? derivados de
folhas jovens verdes e vigorosas de cada uma das plantas. Em seguida, em placa de
Petri, foi adicionado 100 pL de buffer de extracdo (CyStain UV Precise — Nuclei
Extraction Buffer) e, com o auxilio de bisturi, as amostras foram fragmentadas 100x.
Apés a divisdo, foi adicionado 400 pL de fluorocromo DAPI (CyStain UV Precise —
Staining Buffer) e 600 pL de agua Milli-Q. O volume total (1100 pL) foi recolhido e
filtrado em membrana de nylon (45 pm) presente em cilindro Partec®; e realizada a
leitura no citémetro de fluxo (CyFlow - Control UV 100209 Partec®) com a seguinte
calibracdo: L-L (Low Level) 0,64; Gain 597; velocidade equivalente a 0,2-0,4 pL.s* e
leitura de 1500 a 2000 particulas. Os histogramas com 0s picos de leitura das massas

foram gerados pelo software CyView 2.2.
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3.4.3 Anélise de DNA por marcadores moleculares SSR

A identificacdo e selegdo dos "primers" SSR foi realizada com base nas
informacdes apresentadas por Chen et al. (2006 ; 2008), Corazza-Nunes et al. (2002),
Novelli et al. (2006), Palmieri et al. (2007), Ruiz e Asins (2003) e Talon e Gmitter Junior
(2008). Foram selecionados 14 pares de "primers" de C. sinensis e P. trifoliata, visando
a ampla amostragem do genoma de Citrus e a obtencéo de bandas polimorficas atraves
da escolha de sitios SSR distantes no mesmo cromossomo (distancia minima de 50
cM) ou presentes em cromossomos diferentes, conforme mapa genético apresentado e
descrito por Chen et al. (2006; 2008).

Foram realizados ensaios de otimizacdo do protocolo para utilizacdo dos
"primers" SSR selecionados, envolvendo ajustes quanto a temperatura de anelamento,
namero de ciclos, quantidade étima de DNA gendmico (20, 30, 40, 60 ou 100 ng) e de
oligonucleotideos através da amplificacdo do DNA via PCR (Polymerase Chain
Reaction). Em seguida, foi definido o volume total da reacéo para 15 pL, contendo agua
milli-Q, 7,5 puL de PCR Master Mix (Promega®), 0,3 pM de cada oligonucleotideo e 20
ng uL™* de DNA genémico. A amplificacdo foi estabelecida seguindo o programa: 1) 94
°C por 1 minuto; 2) 94 °C por 30 segundos; 3) 56 °C por 30 segundos; 4) 72 °C por 1
minuto; e 5) 72 °C por 5 minutos. As etapas de 2 a 4 foram repetidas por 36 ciclos.

O DNA genbmico das plantas aclimatizadas foi extraido de folhas jovens das
combinacdes de laranja doce 'Péra’ + tangerina 'Fremont’ e laranja doce 'Péra’ +
tangerina 'Nules’, e de plantas genitoras mantidas em casa-de-vegetacao, utilizando o
método descrito por Murray e Thompson (1980), com adapta¢cfes introduzidas por
Machado et al. (1996). Apds a extracdo, o DNA foi quantificado (NanoDrop 1000 —
Spectrophotometer - Thermo Scientific) e diluido em agua Milli-Q (10 ng.uL™).

A amplificacdo foi realizada através da técnica de reacdo em cadeia polimerase
(PCR). A técnica consiste fundamentalmente em trés passos:

- Desnaturacao, que permite a separacao das duas cadeias de DNA;

- Hibridac&o, que conduz a ligac&o dos "primers" ao molde de DNA; e

- Extensdo, que corresponde a sintese de novos fragmentos de DNA pela

polimerase do DNA.
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A amplificacdo do DNA foi feita seguindo o protocolo estabelecido no processo
de otimizagcdo. Foram feitas 5 reacdes de PCR com o genoma extraido e os produtos
da reacdo foram visualizados em géis de agarose purificada 2,5% (Bio-Rad®). Como
marcador de peso molecular, utilizou-se o padrdo DNA de 50 pb (Promega®), sendo a
corrida eletroforética feita em tampdo TBE 10x, corados pelo SYBR® Safe DNA gel
Stain (Invitrogen™) por, aproximadamente, 2 horas a 60 V. Os géis foram fotografados
sob luz ultravioleta.

Em seguida, foram realizadas mais 4 rea¢es de PCR para a visualizagdo em gel
de poliacrilamida (7,5%), constituido de 160 mL de acrilamida, 16 mL de bisacrilamida,
420 g de uréia, 160 pL de TEMED e 1100 puL de persulfato de amdnio (10%). A placa
maior do gel (Bind) foi preparada segundo o procedimento: (1) limpeza da placa com
alcool 70%; (2) aplicacéo da solucdo de Bind-Silane (1 mL de etanol absoluto, 5 pL de
acido acético glacial e 1 pL de Bind-Silane) com uma pipeta Pasteur sobre a placa; e (3)
distribuicdo da solucéo sobre toda a superficie. Por sua vez, a placa menor (Repel) foi
preparada segundo o procedimento: (1) limpeza da placa com alcool 70%; (2) aplicacdo
de 1 mL de Repel-Silane; e (3) distribuicdo da solugédo sobre toda a superficie. Apos o
preparo, a placa Bind foi seca a temperatura ambiente por 30 minutos e a Repel por 10
minutos.

A separacgao dos fragmentos de DNA amplificados foi realizada em cuba vertical
e utilizou-se uma poténcia de 65 W até o aquecimento das placas a 50 °C, de maneira
a permitir a manutencdo das condicbes de desnaturacdo das amostras. ApGs o
aquecimento, as amostras de DNA foram aplicadas, sendo a poténcia diminuida para
60 W por cerca de 3 horas a 50 °C.

Apé6s amplificacdo por PCR, 15 pL de cada amostra, foram misturados com 6 pL
de uma solucdo desnaturante Formamida e desnaturados a 94 °C durante 10 minutos
em termociclador, sendo imediatamente conservados em gelo.

Os fragmentos amplificados foram revelados mediante coloragéo por nitrato de
prata, empregando-se as seguintes solugdes: imersdo por 10 minutos sob agitacdo em
solucéo fixadora (50 mL de etanol + 5 mL de &cido acético glacial para 945 mL de agua
destilada); lavagem por 1 minuto sob agitacdo em agua destilada; imersdo por 2

minutos e 40 segundos sob agitacdo em solucdo de &cido nitrico (15 mL de acido
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nitrico para 985 mL de agua destilada); lavagem por 1 minuto sob agitacdo em agua
destilada; imersédo por 20 minutos sob agitacdo em solucédo de nitrato de prata (2 g de
nitrato de prata dissolvidos em 1000 mL de agua destilada); dupla lavagem por 30
segundos sob agitacdo em agua destilada; imersdo em solucéo reveladora (30 g de
carbonato de sédio em 1000 mL de agua destilada e adicdo de 1500 pL de solucéo
37% de Formaldeido no momento da imerséo da placa) até o surgimento das bandas; e
imersdo por 5 minutos sob agitacdo em solucdo “Stop” 5% (50 mL de acido acético
glacial em 950 mL de 4gua destilada).

A confirmacgédo da hibridagdo resultante da fusdo de protoplastos foi realizada
mediante a comparacdo dos padrdes de bandas das amostras de DNA extraidas das
plantas regeneradas dos experimentos de fusdo de protoplastos com as amostras de

DNA extraidas dos genitores.
3.4.4 Analise de DNA por marcadores moleculares RAPD

O DNA gendmico das plantas regeneradas e de seus genitores foi extraido a
partir de folhas, utilizando-se a método de Doyle e Doyle (1990). A quantificacdo foi
realizada por fluorometria pelo kit Quant-iT DNA-BR (Qubit™ Fluorometer). A escolha
dos “primers” RAPD polimérficos A4, A7, AA7 e A10 (Invitrogen™) foi realizada com
base no trabalho de Pavan (2007). As amostras foram preparadas com volume total da
reacdo de 25 pL, contendo agua milli-Q, 12,5 pL de PCR Master Mix (Promega®), 2,5
UM de cada “primer” e 30 ng L™ de DNA gendmico. A reacéo de amplificacdo do DNA
(PCR) foi realizada em termociclador (MJ Research®) com o programa descrito por
Pavan (2006): 1) 93 °C por 2 minutos; 2) 92 °C por 1 minuto; 3) 37 °C por 1 minuto; 4)
72 °C por 2 minutos; e 5) 72 °C por 5 minutos. As etapas de 2 a 4 foram repetidas por
45 ciclos. A andlise do padréo de bandas de DNA foi realizada em gel de agarose a
1,5%, em solucao tampéao TBE 0,5x (TRIS-HCI, 45 mM; &cido bérico, 45 mM; EDTA pH
8,0, 1 mM), a temperatura ambiente. A eletroforese da reacdo de PCR foi conduzida a
corrente elétrica de 70 volts, durante 5 horas. O gel foi corado com brometo de etidio
(0,5 ng de brometo/100 ml de TEB 1x) e a visualizagdo foi feita com a utilizacdo de luz

ultravioleta.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Obtencao e manutencdo do material vegetal

Os subcultivos realizados nos calos embriogénicos e nas suspensdes celulares
de laranja doce, tanto da variedade 'Péra’ quanto 'Westin', permitram a o
desenvolvimento de culturas de coloracdo clara, friavel e de rapida multiplicacéo,
disponibilizando assim uma fonte eficiente de células para os ensaios de isolamento de
protoplastos (Figura 1). O procedimento e a qualidade do material sdo determinantes
para o sucesso do processo de regeneracdo de plantas apos a fusdo de protoplastos,
pois calos compactos, de coloracdo amarelada e aparéncia aquosa nao apresentam
capacidade de diferenciagdo (HIDAKA; KAJIURA, 1988).

Figura 1 — Manutencdo das culturas de calos e células em suspensdo de laranja doce. a) Calos
embriogénicos cultivados em meio de cultura EME ou H+H sdlido. b) Suspenses celulares
cultivadas em meio de cultura EME ou H+H liquido, sob agitacdo orbital constante

Em relagédo a obtenc&o de plantas para o fornecimento de tecido foliar tanto para
o isolamento de protoplastos como para as andlises moleculares, as sementes
introduzidas apresentaram uma taxa média de germinacdo equivalente a 94%, exceto a
variedade de tangerina ‘Thomas’, a qual apresentou uma taxa de germinacdo de 28%
(Tabela 2).
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Respondendo satisfatoriamente ao trato cultural empregado, apos 135 dias do
plantio das sementes, as plantas obtidas de todas as variedades ja apresentavam
folhas saudaveis e vigorosas o bastante para a utilizacdo como fontes de explantes nédo
embriogénicos (Figura 2).

Apbs 75 dias da introducdo do material, as plantas enxertadas ja estavam aptas
para fornecer folhas para o processo de isolamento de protoplastos (Figura 2). As
tangerinas ‘Fremont’ e ‘Thomas’ apresentaram 100% de pegamento da enxertia e
tangelo ‘Nova’ apresentou somente 15%. A diferenca da eficiéncia de enxertia
observada pode ser explicada devido a qualidade e maturacdo das borbulhas,
ocasionando numa baixa compatibilidade com o porta-enxerto utilizado e ‘pegamento’
aguém do desejado.

Em virtude do bom desenvolvimento das plantas e do tratamento de manutencéo
em casa-de-vegetacdo, garantindo a oferta continua de folhas para o projeto, néo foi

necessaria a germinacéo e cultivo in vitro de plantas para a coleta de folhas.

Tabela 2 — Nimero de plantas de tangerina e tangelo obtidas via semente (135 dias) e enxertia (75 dias),
as quais foram utilizadas para fornecimento de explantes foliares

o
Fontes de explantes foliares N° de
plantas
Tangerina 'Fremont' 140
Tangerina 'Thomas' 39
“Seedlings”
Tangerina 'Nules' 132
Tangelo 'Nova' 127
Tangerina 'Fremont' 12
Plantas enxertadas Tangerina 'Thomas' 12

Tangelo ‘Nova' 3
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Figura 2 — Introduc&o e manutencdo da fonte de protoplastos ndo-embriogénicos de tangerinas e tangelo
em casa de vegetacdo. a) Plantas de tangerina obtidas por meio de sementes das cultivares
‘Fremont’, ‘Nules’ e ‘Thomas’ e de tangelo ‘Nova’. b) Plantas de tangerina ‘Fremont’, ‘Thomas’
e tangelo ‘Nova’ obtidas pela enxertia de borbulhas em liméo ‘Cravo’

4.2 Hibridac&o somatica

No periodo de 13 de novembro de 2008 a 13 de agosto de 2009 foram realizadas
62 fusbes de protoplastos, envolvendo as combinagcdes de laranja doce (fonte de
protoplastos embriogénicos) e tangerinas/tangelo (fonte de protoplastos néo
embriogénicos) (Tabelas 3 e 4).

Foi verificado que, sobretudo nos 3 primeiros meses de trabalho, um volume
maior de material in vitro ndo foi responsivo. Este resultado esta provavelmente
associado a erros de metodologia possivelmente relacionados ao periodo de

aprendizado e familiarizagdo com a técnica de fusdo de protoplastos.
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Tabela 3 — Numero total de fusGes de protoplastos realizadas entre as variedades de citros estudadas, no
periodo de novembro de 2008 a agosto de 2009

Fonte de Protoplastos NGmero
de
Embriogénica N&o embriogénica Fusdes
Tangerina 'Fremont' 9
Tangerina "'Thomas' 6
Laranja doce 'Péra’
Tangerina '‘Nules' 7
Tangelo 'Nova' 8
Tangerina 'Fremont' 9
Tangerina 'Thomas' 7
Laranja doce 'Westin'
Tangerina 'Nules' 6
Tangelo 'Nova' 10
TOTAL 62

Do total de experimentos de fusdo de protoplastos, 27 (43,4%) apresentaram
baixo potencial mitético e germinativo e mantiveram-se no estagio inicial de
desenvolvimento (micocolbnias, microcalos, calos, embrides e brotacoes),
interrompendo 0 processo regenerativo, mesmo submetidos as etapas descritas. Desse
modo, todo o material ndo responsivo, proveniente dos experimentos de fusdo de

protoplastos foram descartados.
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Tabela 4 — Fus@es de protoplastos realizadas e estagio de desenvolvimento da cultura e quantidade de

plantas obtidas até outubro de 2010

NGmero do G(_enit9r_ 5 Geni_torA _ Estégio_ de Quantidade
experimento Data embrlpgemco nao embnogenlco desenvolvimento de plgntas
(laranja doce) (tangerina/tangelo) em outubro/2010 obtidas
1 nov/08 Péra Nova Material descartado* 0
2 nov/08 Westin Nova Material descartado 0
3 dez/08 Westin Fremont Microcoldnias -
4 dez/08 Péra Nova Plantas** 6
5 dez/08 Péra Fremont Plantas 1
6 jan/09 Péra Thomas Embrides -
7 jan/09 Westin Nova Material descartado 0
8 jan/09 Péra Fremont Microcoldnias -
9 jan/09 Péra Fremont Material descartado 0
10 jan/09 Westin Thomas Material descartado 0
11 jan/09 Péra Fremont Material descartado 0
12 fev/09 Péra Nova Embrides -
13 fev/09 Péra Nules Plantas 1
14 fev/09 Westin Fremont Plantas in vitro 3
15 fev/09 Westin Thomas Microcoldnias -
16 fev/09 Péra Nova Plantas in vitro 3
17 fev/09 Péra Thomas Calos -
18 fev/09 Westin Fremont Embrides -
19 fev/09 Westin Nules Embrides -
20 fev/09 Péra Thomas Microcalos -
21 fev/09 Péra Nules Plantas in vitro 32
22 fev/09 Westin Nova Material descartado 0
23 fev/09 Westin Fremont Microcalos -
24 mar/09 Westin Nules Microcoldnias -
25 mar/09 Westin Thomas Microcoldnias -
26 mar/09 Péra Thomas Plantas in vitro 5
27 mar/09 Péra Nules Plantas in vitro 27
28 mar/09 Westin Nova Microcalos -
29 mar/09 Westin Nules Microcalos -
30 abr/09 Westin Thomas Plantas in vitro 3
31 abr/09 Westin Nules Microcoldnias -
32 abr/09 Péra Fremont Plantas in vitro 5
33 abr/09 Péra Nova Microcoldnias -
34 abr/09 Péra Fremont Plantas 1
35 abr/09 Péra Nules Microcoldnias -
36 abr/09 Westin Nova Material descartado 0
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Tabela 4 — Fusbes de protoplastos realizadas e estagio de desenvolvimento da cultura e
guantidade de plantas obtidas até outubro de 2010
(concluséo)

NGmero do Ge',-nitgr' ) Geni.torA ' Estégiq de Quantidade
experimento Data embrlpgenlco néo em_bnogemco desenvolvimento  de pl_antas
(laranja doce) (tangerina/tangelo) em outubro/2010 obtidas
37 abr/09 Westin Thomas Material descartado 0
38 mai/09 Westin Fremont Plantas in vitro 3
39 mai/09 Westin Thomas Calos -
40 mai/09 Péra Thomas Plantas in vitro 5
41 mai/09 Westin Nova Plantas in vitro 4
42 mai/09 Péra Nules Plantas 7
43 mai/09 Westin Fremont Embrides -
44 jul/09 Péra Nules Plantas 7
45 jul/09 Westin Nova Plantas in vitro 3
46 jul/09 Péra Fremont Plantas 12
47 jul/09 Westin Nules Microcolbnias -
48 jul/09 Westin Fremont Plantas in vitro 4
49 jul/09 Westin Nova Plantas in vitro 3
50 jul/09 Westin Nova Microcalos -
51 jul/09 Westin Fremont Embrides -
52 jul/09 Westin Thomas Embrides -
53 jul/09 Westin Nules Material descartado 0
54 jul/09 Westin Nova Embrides -
55 jul/09 Péra Fremont Plantas 3
56 jul/09 Péra Thomas Plantas 1
57 jul/09 Péra Nules Material descartado 0
58 jul/09 Péra Nova Plantas in vitro 8
59 ago/09 Péra Nova Plantas in vitro 4
60 ago/09 Péra Fremont Embrides -
61 ago/09 Westin Nova Brotacbes -
62 ago/09 Westin Fremont EmbriGes -

* Material descartado devido contaminagéo bacteriana e/ou fangica ou oxidacao dos calos.

** Plantas micro-enxertadas ou em processo de aclimatizacdo em sala de crescimento e casa-de-
vegetacao.
(-) Material com desenvolvimento interrompido e descartado.

4.2.1 Isolamento de protoplastos

O procedimento de desinfestacdo das folhas coletadas mostrou-se eficaz no

controle fitossanitario, sem comprometer a viabilidade das células do mesofilo.
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Obedecendo rigorosamente o periodo de agitacdo orbital e com base nas
visualizagBes em microscépio Optico invertido que precedem a etapa de purificacéo, foi
possivel a observacdo da digestdo da parede celular. Deste modo, a técnica de
isolamento de protoplastos utilizada foi satisfatoria tanto para calos embriogénicos
guanto para o tecido foliar, produzindo um volume representativo de material para o

processo de fusao (Figura 3).

k f

Figura 3 — Etapas do processo de isolamento de protoplastos. a) Calo embriogénico de laranja doce
‘Westin’. b) - ¢) Calo embriogénico em solucdo enzimética. d) “Seedling” de tangerina
‘Fremont’. e) Assepsia das folhas. f) Folha finamente fatiada em solugdo enzimatica
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4.2.2 Purificacao, fusédo e plagueamento de protoplastos

ApGs a digestdo enzimatica, a suspensao contendo os protoplastos isolados foi
purificada por filtracdo e centrifugacdo de maneira a separar os protoplastos de restos
celulares, fragmentos de mesofilo e da solucdo enzimatica. Apds a purificacdo, a
concentracdo da suspensdo de protoplastos foi ajustada para 2 x 10° protoplastos.mL™
(GROSSER; GMITTER JUNIOR, 2010). Esta densidade pdde ser ajustada a todos os
cultivares de citros estudadas, cuja disponibilidade de protoplastos foi evidenciada
durante a formacdo de bandas espessas na interface dos meios CPW 25 M e CPW 13
M (FREASON; POWE; COCKING, 1973).

Mesmo nao se tratando de um processo dirigido, apds a fusdo quimica ocorrida
durante 8 minutos de incubacdo na auséncia de luz, foi possivel observar, com auxilio
de microscopio optico invertido, a fusdo dos protoplastos dos genitores, confirmando a
ocorréncia da hibridacdo e eficiéncia do protocolo empregado (Figura 4).

No final de cada experimento de fusdo de protoplastos, respeitando-se a
densidade celular utilizada, os protoplastos foram cultivados em meio de cultura liquido,
em 4 placas de Petri (58 x 15 mm) (Figura 5).

Figura 4 — Isolamento e hibridacdo somatica de protoplastos. a) Protoplastos isolados de calos de laranja
doce apés purificacdo (2 x 10° protoplastos.mL™). b) Fus&o dos protoplastos (seta) de laranja
doce e tangerina (40x)
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Figura 5 — Purificagado, fusdo e cultivo de protoplastos. a) Purificacdo dos protoplastos apés filtracdo em
peneira de nylon (protoplastos provenientes de calos com colorag@o acinzentada e de
mesofilo foliar com coloracé@o esverdeada). b) Gradiente sacarose/manitol com a presenca de
banda intermediaria contendo os protoplastos. c) ‘Pellets’ com protoplastos. d) Unido de
protoplastos dos 2 genitores na por¢do central das placas de Petri. e) Fusdo quimica de
protoplastos com a presenca do PEG. f) Protoplastos pos-fusdo plaqueados em meio de
cultura nutritivo

4.2.3 Cultura dos protoplastos e regeneracgao de plantas

Apo6s 7-10 dias de cultivo in vitro, ja era possivel observar o inicio das divisdes
celulares. A formacado de microcolénias e microcalos foi verificada 20-40 dias ap6s a
fusdo de protoplastos (Figura 6). Porém, tendo em vista a elevada concentracdo de
acucares dos meios de cultura utilizados e a alta umidade, foi verificada a ocorréncia de

taxas consideraveis de contaminacdo bacteriana e fangica, muitas vezes
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comprometendo um experimento de fusdo de protoplastos por completo. Em média, por
fusdo, cerca de 20% das placas com meio de -cultura liquido apresentaram

contaminacao fangica e/ou bacteriana.

Figura 6 — Cultura dos protoplastos. a) Microcolonia. b) Microcalo em meio de cultura 1:2 BH3 0,7 M:
EME 0,146 M (v:v) (20x)

Apés 65 dias de cultivo, para inducdo da embriogénese somética, os microcalos
originados foram transferidos para o meio de cultura EME-Maltose solido, o qual
proporcionou a proliferacdo das células, sobretudo nas combinagdes cujo genitor
embriogénico referem-se a variedade ‘Péra’. Aos 25 dias ap0s a transferéncia, os calos
desenvolvidos, principalmente as combinacdes laranja doce 'Péra’ + tangerina 'Nules’,
bem como laranja doce 'Péra’ + tangerina 'Thomas' e laranja doce 'Péra’ + tangerina
'Fremont’, responderam ao estresse nutricional gerado pela dificuldade de assimilacao
de maltose em relacdo a sacarose, ocorrendo a inducdo da embriogénese somatica e a
formacao de embrides (BENEDITO; MOURAO FILHO; MENDES, 2000) (Figura 7).

As combinacdes laranja doce ‘Péra’ + tangerina ‘Thomas’, bem como laranja-
doce ‘Péra’ + tangerina ‘Nules’ apresentaram elevado potencial para a formacéo de
calos proé-embriogénicos. Mesmo assim, embora tenham sido realizadas sucessivas
renovacdes do meio de cultura, algumas culturas perderam a viabilidade e oxidaram,
ndo permitindo o desenvolvimento de embrides sométicos.

De maneira geral, ndo houve uma padronizagdo no numero de embrides
sométicos desenvolvidos por placa. Os embrides foram transferidos para o meio de

cultura EME-Sacarose na medida em que se diferenciavam nos calos, por volta de 25
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dias de cultivo. Em cada placa de EME-Sacarose, foram transferidos de 4 a 7 embrides
e, esta densidade de embrides/placa foi obedecida nos subcultivos e transferéncias
posteriores (Figura 7).

Apos 15 dias no meio de cultura EME-Sacarose, os embrides foram transferidos
para 0 meio de cultura 1500 (meio suplementado com 50 g.L™ de sacarose), com o
intuito de aumentar a disponibilidade de carbono para as células. Desta forma, o meio
1500 mostrou-se eficiente no desenvolvimento e expansao celular dos embrides.

Para germinacdo dos embrides, alongamento dos brotos e emissdo das
primeiras folhas, apds 15 dias de cultivo no meio 1500, os embrides foram transferidos
para o meio de cultura B+ (Figura 8). Neste meio de cultura, os embriées completaram
as fases de sua ontogenia, germinaram e apresentaram brotacdes, com a emissao das
primeiras folhas. O sucesso do desenvolvimento de plantas no meio de cultura B+, a
partir de embribes somaticos anormais, foi também citada por Mendes-da-Gloria;
Mourdo Filho e Mendes (2000). Neste meio, os embrides apresentaram consideravel
aumento de volume e modificagbes morfolégicas (assimetrias) dentre as quais
destacam-se: cotilédones despigmentados e fusionados, e perda do eixo bipolar. Tais
caracteristicas foram similarmente relatadas por Perez et al. (1998), Ricci et al. (2002),
Niedz et al. (2002) e Pavan (2006), os quais associaram a ocorréncia destas
anormalidades a auséncia de sincronismo celular, divisdo aleatéria durante o
desenvolvimento de embrides soméaticos de Citrus, inicialmente ocorrida ho meio EME-

Maltose.
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Figura 7 — Etapas do processo de desenvolvimento dos embrides somaticos. a) Transferéncia de calos
para meio de cultura EME-Maltose. b) Detalhe de embrido somético desenvolvido a partir de
calos cultivados em meio de cultura EME-Maltose. c) Transferéncia dos embriées somaticos
para meio de cultura EME-Sacarose. d) Embrido somatico

No meio de cultura B+, foi também verificado o desenvolvimento de raizes nas
brotac6es. Provavelmente, o processo de formacéo radicular é estimulado pela auxina
ANA (acido naftaleno acético) (Figura 8). No entanto, plantas cultivadas no meio de
cultura B+, que ndo apresentaram o desenvolvimento de raizes foram transferidas para
meio de cultura RMAN (GROSSER; GMITTER JUNIOR, 2010), o qual contém uma
concentracdo de ANA (2,01 mg.L™") superior ao meio de cultura B+, sendo assim,
caracterizado como um meio de cultura especializado a indugdo da rizogénese (MELO
et al., 2001). Além de uma concentracdo mais elevada de auxina, 0 meio de cultura
RMAN apresenta em sua composicdo o carvdo ativado que, além de sua acgao
antioxidativa, promove o escurecimento do meio soélido, simulando um ambiente

subterraneo, induzindo assim o fototropismo negativo radicular.
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Figura 8 — Regeneracao de plantas, a partir da fusdo de protoplastos de laranja doce + tangerina. a)
Embrides somaticos transferidos para meio de cultura B+. b) Detalhe de embrido somatico
em meio de cultura B+. ¢) Germinacdo de embrido somatico da combinacdo laranja doce
'Péra’ + tangerina 'Nules'. d) Plantulas de laranja doce 'Péra’ + tangerina 'Fremont'

Até o presente momento, foram obtidas 141 plantas in vitro e 10 em processo de
aclimatizagdo. Do numero de plantas in vitro, somente 23 pertencem as combinagdes
com o genitor embriogénico laranja doce 'Westin', cerca de 16%. Em contrapartida, as
combinacdes com o genitor embriogénico 'Péra’ somaram 118 plantas in vitro (83%),
além das 10 aclimatizadas.

De acordo com a comparacdo exposta na Tabela 5, todas as combinagdes
envolvendo o genitor embriogénico laranja doce 'Péra’ produziram plantas com éxito no
desenvolvimento de parte aérea vigorosa e na formacéo de raizes, em meio de cultura
B+ (Figura 9) ou RMAN in vitro as quais foram aclimatizadas. Por outro lado, nenhuma
das combinac¢fes com laranja doce 'Westin' atingiu o estagio final do processo, com o

desenvolvimento de plantas normais.
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Figura 9 — Planta regenerada apds fusao de protoplastos, combinagdo laranja doce 'Péra’ + tangerina
'‘Fremont’

Embora 7 das 8 combinacdes estudadas tenham conseguido atingir estagios
finais do processo de desenvolvimento in vitro, foi possivel verificar a supremacia da
combinacdo 'Péra' + 'Nules' sobre as demais, quanto ao niumero de plantas, pois, 49%
do total de plantas in vitro e aclimatizadas pertencem a esta combinacao (Tabela 2).
Todavia, a combinacéo 'Westin' + 'Nules' ndo foi bem sucedida, produzindo ao longo do
periodo de avaliacdo somente embrides deformados, fato que indica a forte influéncia
de um genitor altamente embriogénico e a sua necessidade para 0 sucesso da
regeneracao.

Kunitake e Mii (1995), juntamente a Matos et al. (2005), ressaltam a importancia
do estado fisiolégico da planta, idade do explante, solucdo enzimatica adequada para
digestdo da parede, tempo de incubacdo na solugdo enzimatica, agitacao,
concentracdo e tipos de estabilizadores osmoticos, densidade de cultivo, métodos de
cultivo, meios de cultura, luminosidade, temperatura e, sobretudo, do gendtipo do
material estudado no sucesso da cultura de protoplastos. Todos estes elementos
citados atuam de forma sinérgica, contribuindo efetivamente para garantir a totipoténcia
da célula a ser regenerada in vitro. A determinacdo e a escolha de uma fonte de
protoplastos embriogénica contribui para a eficacia do processo de regeneragdo de
citros (BENEDITO; MOURAO FILHO; MENDES, 2000).
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Tabela 5 — Comparativo das fusdes de protoplastos realizadas entre laranja doce e tangerina/tangelo em

fungéo do estagio de desenvolvimento apresentado até outubro de 2010

L Péra Westin  Westin  Westin  Westin
Combinacgoes /
Estagio de + + + + +
desenvolvimento
Fremont Thomas Fremont Thomas Nules Nova
Plantas 4 0 0 0 0
aclimatizadas
Plantas in vitro 1 3 1 0 3
Brotos 0 0 0 0 1
Embrides 1 4 1 1 1
Calos 0 0 1 0 0
Microcalos 0 1 0 1 2
Microcolbnias 1 1 2 3 0
Sem resposta 0 0 0 0 1
Material
descartado 2 0 2 1 2
Total de fusbes 9 9 7 6 10

Assim, fica evidente o maior potencial embriogénico, totipoténcia e capacidade

de regeneracdo da variedade 'Péra’ comparada a 'Westin', a qual apresentou baixa

multiplicacdo celular, em todas as etapas in vitro, além da ma formacdo de embribes

quando presentes em meio B+.

Em resumo, a Figura 10 mostra que a maioria das combinacdes estudadas

apresentou desenvolvimento satisfatério com a obtencéo de plantulas in vitro, exceto a

combinacdo laranja doce 'Westin' + 'Nules'. Contudo, houve combina¢cbes que

apresentaram resposta mitotica inferior a esperada, impossibilitando a formacéo de

microcolonias e microcalos, como a combinacdo 'Westin' + 'Nova' e, principalmente

'Westin' + 'Nules'. Pierik (1990) relata que fatores como a espécie, 0 genoétipo e o
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estado de diferenciacdo das células dominantes estdo estritamente ligados ao sucesso
da regeneragcdo de uma planta a partir de uma célula isolada. Em outros casos, como
na combinacdo laranja doce 'Péra’ + tangelo 'Nova', o processo de regeneragao foi
comprometido devido a ma formacgéo dos embrides durante o seu desenvolvimento nos

meios de cultura EME-Sacarose, 1500 e B+.
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60 - Péra+ Fremont 62 - Westin + Fremont

59- Péra+ Mova 61-Westin + Mova

. 54 - Westin + Nova
38-Péra+ Mova
53 - Westin + Nules

57-Péra+ Nules
52 - Westin + Thomas

56 - Péra+ Thomas )
51-Westin+ Fremont

55-Péra+ Fremont 50- Westin + Nova

46 - Péra+ Fremont 49 - Westin + Mova

44 - Péra+ Mules 48 - Westin + Fremont

42 - Péra+ Nules 47 - Westin + Mules

& 45-Westin+ N
40 - Péra+ Thomas estin + Nova

43 - Westin + Fremont
35- Péra+ Nules
41 - Westin + Mova
34 - Péra+ Fremont
39- Westin + Thomas

33-Péra+ Nova 38 - Westin + Fremont

32-Péra+ Fremont 37 - Westin + Thomas

27 - Péra+ Nules 36-Westin + Nova

26-Pérg+ Thomas 31- Westin + Mules

21- Péra+ Mules 30- Westin + Thomas

20 - Westin 4+ Mules
20- Péra+ Thomas
28 - Westin + Mova
17 - Péra+ Thomas
25 - Westin + Thomas

16-Pera+ MNova 24 - Westin + Nules

13- Péra+ Nules 23 - Westin + Fremont

12- Péra+ Nova 22 - Westin + Nova

11-Péra+ Fremaont 19 - Westin 4+ Mules

o-Péra+ Fremont 18 - Westin + Fremont

) 15- Westin + Thomas
8- Péra+ Fremont
14 -Westin + Fremont
6- Péra+ Thomas
10- Westin + Thomas

5-Péra+ Fremant 7 - Westin + Mova

4-Péra+ Nova 3 - Westin + Fremont

1- Péra+ Mova 2 - Westin + Mova
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Microcolonias
Microcalos
Embrides
Brotagdes
Plantas in vitro
Plantas
Semresposta
Microcolénias
Microcalos
Calos
Embrides
Brotagbes
Plantas in witro
Plantas

Figura 10 — Resumo dos resultados obtidos de cada experimento de fusdo de protoplastos realizado
entre as combinacdes de laranja doce e tangerina/tangelo
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4.2.4 Aclimatizacao

Plantas com 5 a 7 cm de altura foram transferidas para vasos para aceleracao.
Ap6s o primeiro procedimento realizado até o presente momento, o numero de plantas
aclimatizadas em vasos totalizou 26 plantas. Contudo, a planta desenvolvida
exclusivamente num ambiente in vitro apresenta sérias limitacbes para adaptar-se ao
ambiente natural, ou seja, ao substrato, as variacbes de temperatura, a exposicao
luminosa e eventuais déficits hidricos. Dessa forma, embora a metodologia de
aclimatizacdo aplicada tenha sido a mesma para todas as plantas, muitas n&o
resistiram. O processo de aclimatizagdo € considerado um estagio critico da
regeneracdo de plantas e as perdas em decorréncia da baixa taxa de sobrevivéncia foi
também relatada por Costa (2001). Assim, permanecem em sala de crescimento ou em
casa-de-vegetacdo as plantas: 2 laranja doce 'Péra’ + tangerina 'Fremont'’; 2 laranja
doce 'Péra’' + tangelo 'Nova'; 1 laranja doce 'Péra’ + tangerina 'Thomas'’; e 5 laranja

doce 'Péra’ + tangerina 'Nules' (Figura 11).

Figura 11 — Planta aclimatizada proveniente da fusdo de protoplastos da combinagéo laranja doce 'Péra’
+ tangerina 'Nules’

O procedimento adotado da micro-enxertia, visando facilitar o processo de
aclimatizacdo das plantas com a utilizagdo de um porta-enxerto compativel e com alto
vigor, mostrou-se bastante eficaz, com rendimento aproximado de 80%. Das 47 micro-

enxertias realizadas em todas as combinacfes com o genitor ‘Péra’, 38 foram bem
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sucedidas e apresentaram compatibilidade entre a brotacdo e o porta-enxerto citrange

‘Carrizo’ (Figura 12).

Figura 12 — Micro-enxertia de brotos desenvolvidos sobre citrange ‘Carrizo’. a) Detalhe da micro-enxertia
de brotacdo da combinagéo entre laranja doce ‘Péra’ + tangerina ‘Fremont’. b) Planta micro-
enxertada e aclimatizada da combinacgéo entre laranja doce ‘Péra’ + tangerina ‘Nules’

4.3 Confirmacédo da hibridacdo somética

As 10 plantas enraizadas in vitro (2 laranja doce 'Péra’ + tangerina 'Fremont’; 2
laranja doce 'Péra’ + tangelo 'Nova’; 1 laranja doce 'Péra’ + tangerina 'Thomas'; e 5
laranja doce 'Péra’ + tangerina 'Nules' ) e 8 micro-enxertadas (2 laranja doce 'Péra’ +
tangerina 'Fremont’; 2 laranja doce 'Péra’ + tangelo 'Nova'; 4 laranja doce 'Péra’ +
tangerina 'Nules' ) foram aclimatizadas e avaliadas pela morfologia foliar, nimero de
cromossomos (ploidia) e por marcadores moleculares, para confirmacdo da hibridacéo

somatica.
4.3.1 Anélise de DNA por marcadores moleculares SSR
Dos 56 marcadores EST-SSR descritos por Chen et al. (2006; 2008) a partir de

2.295 sequéncias ESTs para mapear uma familia intergenérica F1 de C. sinensis e P.

trifoliata, foram escolhidos 14 pares de "primers" SSR (sequencias simples repetidas ou
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microssatélites) (Tabela 6). Destes, 7 foram sintetizados para uma primeira analise
(CX4F88, CX6F19, CX6F07, CX6F10, CX6F32, CX4F71 e CX5F38) e os demais pares
de "primers" (CX6F04, CX5022, CX6F03, CX4F81, CX6F23, CX5F50 e CX5F56) serao

analisados posteriormente.

Tabela 6 — Pares de "primers" SSR (microssatélites) selecionados para confirmacéo hibridacdo somatica,
suas sequéncias (forward/reverse) e tamanho dos alelos amplificados (TAA) em pares de

bases (pb)

Nome Forward primer Reverse primer -(I—|;L\b/_)\
CX4F88 GTTCGCTCCACGCGATTTAT TGTGAAGAAAGATTTGGTGGGTTT 85
CX6F19 ATTCTCATGTCATGCGTACCTCG TGAATCGTGAGAGACGAGTTGAAG 150
CX6F07 CTGTTACCGTTGAGGAAACCAAAG CTCTTCAGCTGGTTTCTCTTCCTG 98
CX6F10 CCTCAGCTCTAGCAAAAGCACATT AGAGGCTATAGATCGTGGATGCAG 160
CX6F32 ACCCTCTCTTAGTGGGCAGTCTTT ACAAAGAAAGGGATTGTGACGGTA 146
CX4F71 TACCATGTGCCCTTTCTGCTATTT AGCTATGGCTTTGGTTGAGTTCTG 153
CX5F38 TAGCTGCTGCCATAATTTTTCACA AAAAGGGTTGATTTTTGTTCCCTC 130
CX6F04 AGTGAACTGTCCATTGGATTTTCG GTGTTGAATCCCGACCTTCTACC 155
CX5022  CACCAGCCAAGCAATCTAACAAC TGCAACTCATCTCTCAGCTTCTTG 232
CX6F03 CGAGGATGACTCAAGTGATGAAGA TCTTGGTCTTTGGCTTTTTCTCAG 123
CX4F81 CCCGTTAAAATTGTAAACCCACAG TTTATAATACGGAACGTTGGGAGG 85
CX6F23 TTTTAGGAAATTTCAATCACCCGA TCATTGTCATCACCATCACCATC 160
CX5F50 AGGACGATTTCAGGTTCAGACTTG GAGCAAAAATCGAAGAGATCAAGC 142
CX5F56 CCATTAACGAGAAAACCAAACACTG GGGGTTGCAAAGAAATGTAAAGAA 160

A partir dos ensaios de otimizacdo das reacdes de PCR realizados, foi definido o

seguinte protocolo para utilizacdo dos "primers" SSR selecionados:

- Concentracao do "primer": 0,3 uM;

- 1x Master Mix;
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- Quantidade de DNA genémico: 30 ng pL™;

- Volume final da reacéo: 15 yL; e

- Programa empregado no termociclador: 1) 94 °C por 1 minuto; 2) 94 °C por 30
segundos; 3) 56 °C por 30 segundos; 4) 72 °C por 1 minuto; e 5) 72 °C por 5 minutos.
As etapas de 2 a 4 repetidas por 36 ciclos. A Tm (Temperatura de Melting) foi ajustada
de acordo com a recomendacdao de sintese especifica de cada "primer":

e CX4F88 (Tm 55,7 °C);
e CX6F19 (Tm 56,9 °C);
e CX6F07 (Tm 56,2 °C);
e CX6F10 (Tm 57,6 °C);
e CX6F32 (Tm 59,6 °C);
e CX4F71 (Tm 56,7 °C); e
e CX5F38 (Tm 55,4 °C).

A extracdo e a quantificacdo do DNA gendmico de folhas jovens das
combinacdes de laranja doce 'Péra’ + tangerina 'Fremont' e laranja doce 'Péra' +
tangerina 'Nules' aclimatizadas, e de plantas genitoras mantidas em casa-de-vegetacao,
foi bem sucedido e os mesmos foram utilizados nas anéalises moleculares.

AplOs o0 ajuste e realizacdo de 5 reacbes de PCRs, conforme o preparo e
programacéao descritos para os "primers" escolhidos, a verificacdo da amplificacdo dos
7 pares de "primers” com o DNA gendmico dos genitores e de plantas das combinagdes
laranja doce 'Péra’ + tangerina 'Fremont' e laranja doce 'Péra’' + tangerina ‘Nules' nos
géis da agarose, ndo foram conclusivas, pois nenhum dos "primers" testados
apresentou bandas que evidenciassem polimorfismo entre 0s genitores e 0s possiveis
hibridos analisados. O resultado pode ser atribuido & proximidade dos alelos

amplificados pelos pares de oligonucleotideos iniciadores (Figura 13).
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Figura 13 — Amplificagdo do DNA de plantas da combinagdo 'Péra’ + 'Fremont' com "primers" SSR
CX6F10, CX5F38 e CX4F71 em gel de agarose. Genitor 'Péra’ (P); genitor 'Fremont' (F);
amostras de possiveis hibridos (H1 e H2); branco (B). M = ladder (50 pb)

Segundo Weiler et al. (2010) a utilizacdo de gel de poliacrilamida é necessaria
quando a diferenca no tamanho dos alelos for muito pequena (menos de 15 pb) ou
quando a amplificacdo em gel de agarose acarrete davidas quanto a nitidez de bandas.
Outro ponto € o tipo de marcador genético, levando em consideracdo o numero de
locos que pode ser detectado, grau de polimorfismo entre e dentro de acessos e
caracteristicas de dominancia (JOSHI; RANJEKAR; GUPTA, 1999).

Neste sentido, foram realizadas 4 reacbes de PCR para visualizagdo em gel de
poliacrilamida, cuja separacdo do DNA ocorre de forma mais detalhada e precisa,
podendo-se observar o tamanho dos alelos em cada loco com base no marcador de
DNA (50 pb). A partir das imagens dos geéis de poliacrilamida pode ser avaliada a
presenca e auséncia de cada alelo por loco.

Assim, na tentativa de visualizar bandas polimorficas entre as amostras, foram
feitos 4 géis de poliacrilamida com o DNA gendmico dos genitores e de plantas das
combinacdes laranja doce 'Péra’ + tangerina 'Fremont' e laranja doce 'Péra’ + tangerina
'‘Nules'. Contudo, mais uma vez, néo foi possivel confirmar a hibridagcdo com os pares

de "primers" testados (Figuras 14 e 15).
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Figura 14 — Andlise de SSR de plantas regeneradas de experimentos de fusdo de protoplastos da
combinagdo laranja doce 'Péra’ + tangerina 'Nules'. P: genitor 'Péra’; N: genitor 'Nules'; H1 e
H2: amostras de possiveis hibridos; B: branco
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Figura 15 — Analise de SSR de plantas regeneradas de experimentos de fusdo de protoplastos da
combinacgdo laranja doce 'Péra' + tangerina 'Fremont'. P: genitor 'Péra’; F: genitor 'Fremont’;
H1 e H2: amostras de possiveis hibridos; B: branco

Com base nas amplificacbes de DNA em gel de poliacrilamida, expostas nas
Figuras 14 e 15, € possivel concluir que a configuracdo alélica das bandas das 2
combinacdes analisadas apresentam semelhancas. Nos fragmentos amplificados,
sobretudo com os "primers" CX6F07, CX6F10 e CX5F38, houve a integracdo completa
do genoma da laranja doce 'Péra’. Por outro lado, ndo esta clara a origem da segunda
banda dipléide, se a mesma provém do genitor laranja doce ou tangerina, pois se
observa bandas monomorficas entre os genitores (homozigose para o alelo
amplificado), fator que indica a insercao deste fragmento do genoma de tangerina em

laranja doce nas plantas estudadas. O "primer" CX5F38 na combinacao 'Péra’' + 'Nules'
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evidencia a heterozigose da laranja doce e a sobreposicdo da banda monomorfica,
presente em todos os individuos analisados.

Embora os microssatélites sejam tipicamente de natureza co-dominante e com
alta heterozigose, sendo amplamente utilizados como marcadores moleculares a fim de
determinar o nivel de polimorfismo em locos de espécies intimamente relacionadas
geneticamente (BROWN et al., 1996; FERREIRA; GRATTAPAGLIA, 1998), neste caso
especifico de citros, porém, os 7 "primers" selecionados e amplificados ndo foram
efetivos para confirmacgéo da hibridacdo somatica.

Sendo assim, os "primers" SSR analisados ndo apontaram polimorfismo entre as
espécies genitoras estudadas, sendo insuficiente para aferir a juncdo de ambos os
genomas. Para confirmacdo da hibridacdo, é necessario o polimorfismo igualmente
evidente em laranja doce e tangerina (bandas heteromorficas), sem sobreposicao
alélica.

Ainda é possivel verificar a presenca de bandas satélites ou bandas secundarias,
como por exemplo, nos "primers" CX6F07, CX6F10, CX6F19, as quais sdo constituidas
por fragmentos inespecificos, repetidos e muito longos do DNA que foram amplificadas.
Como resultado, observa-se mais de duas bandas por individuo dipléide e, por conta

disso, as bandas satélites sdo desconsideradas da avaliagdo (GRIFFITHS et al., 2000).

4.3.2 Determinacao da ploidia por citometria de fluxo

As 18 plantas aclimatizadas regeneradas dos experimentos de fusdo de
protoplastos foram analisadas quanto a ploidia por citometria de fluxo. A analise
consiste basicamente no isolamento dos nucleos (em geral de tecido foliar), coloracéo
com um fluorocromo e leitura da fluorescéncia emitida por estes nucleos. A
fluorescéncia é proporcional ao conteudo de DNA. Segundo Schifino-Wittmann (2001),
primeiramente, é necessario aferir um padrdo interno, isto é, um material cuja
guantidade de DNA é conhecida, permitindo que os valores relativos sejam convertidos
em valores absolutos. Normalmente sao verificados dois picos de fluorescéncia, aquele
dos nudcleos 2C (células no estagio Go e G;) e aquele dos nucleos 4C (células em G; e

mitose). As suspensfes nucleares extraidas das folhas produziram picos de leitura
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referentes a quantidade de DNA em G, ap0s a coloracdo com DAPI (diamidino-2-
fenilindol) (CyStain UV Precise — Staining Buffer), e histogramas com resolugao
suficiente para a confirmacao da ploidia.

Porém, uma vez constatada a ploidia e a fuséo total dos 2 nucleos celulares (2n
= 4x = 36 cromossomos), ainda se faz necesséario analises complementares para a
confirmacdo da origem genitora dos nucleos, através de avaliagbes moleculares,
caracterizando desta forma o individuo como homocarionte (ndcleos iguais ou do
mesmo genitor) ou heterocarionte (nucleos diferentes ou ambos o0s genitores).

A Tabela 7 mostra os resultados da leitura do numero de particulas (1500-2000
particulas) e o comportamento dipléide (2n = 2x = 18 cromossomos), definido pela
média da fluorescéncia emitida pelos nucleos celulares (valores préximos de 34 a 40), a
partir das amostras padrdes, representado pelas plantas genitoras (P1 a P5). Com base
neste padrdo estabelecido, das 18 plantas analisadas, 7 apresentaram o dobro do valor
padrdo, comportamento este tipico de natureza tetrapléide (2n = 4x = 36
cromossomos), sdo elas: ‘Péra’ + ‘Fremont’ — amostras 2 e 3; ‘Péra’ + ‘Nova’' —
amostras 6 e 8; e ‘Péra’ + ‘Nules’ — amostras 10, 11 e 16.

De acordo com Cabasson et al. (2001), as 11 plantas analisadas que
apresentaram padrdes proximos aos genitores de natureza dipléide, podem ser
definidas como plantas clone de um dos genitores, geralmente proveniente da fonte de
protoplastos embriogénica; ou caracterizadas como um hibrido aloplasmico (cibrido).
Neste Ultimo caso, apenas o0 genoma huclear de um dos genitores foi preservado,
enquanto que o material citoplasméatico do outro genitor foi incorporado pelo processo
de fusdo de protoplastos. A regeneracdo destas plantas diploides é possivel mesmo
apos a fusdo de protoplastos entre duas espécies 2n, muitas vezes em decorréncia de
falhas na fusdo nuclear ou pela perda de material genético, devido ao ndo sincronismo
dos ciclos celulares em que se encontram os protoplastos no ato da fusdo (GROSSER
et al., 1996; LIU; DENG, 2002).
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Tabela 7 — Andlise da ploidia por citometria de fluxo das plantas genitoras diploides (P1-P5) e das plantas
regeneradas (1-18) obtidas por fusédo de protoplastos

Ndmero . . , Média da
da Genitor / Combinacéao N° Particulas leitura
amostra
P1 Padrao - Laranja doce 'Péra’ 1973 39,18
P2 Padréo - Tangerina 'Fremont' 1789 34,85
P3 Padréo - Tangerina 'Thomas' 1829 36,15
P4 Padréo - Tangerina 'Nules' 1902 35,87
P5 Padréo - Tangelo 'Nova' 1882 36,19
1 'Péra’ + 'Fremont' 1714 39,42
2 'Péra’ + 'Fremont’ 1856 69,90
3 'Péra’ + 'Fremont’ 1890 72,36
4 '‘Péra’ + 'Fremont' 1712 35,26
5 'Péra’' + 'Nova' 1667 33,42
6 'Péra' + 'Nova' 1847 71,12
7 'Péra’' + 'Nova' 1845 42,17
8 'Péra’ + 'Nova' 1967 79,69
9 'Péra’ + 'Thomas' 1922 36,45
10 'Péra’' + 'Nules' 1590 69,43
11 'Péra’' + 'Nules' 1762 68,50
12 'Péra’ + 'Nules' 1823 40,18
13 'Péra’ + 'Nules' 1732 38,27
14 'Péra’ + 'Nules' 1628 35,87
15 'Péra’ + 'Nules' 1758 32,74
16 'Péra’ + 'Nules’ 1673 76,78
17 'Péra’ + 'Nules' 1882 36,40
18 'Péra’ + 'Nules' 1574 32,58

7z

Contudo, a producdo de cibridos via fusdo de protoplastos € também
considerada uma alternativa ao melhoramento genético de plantas visando
potencializar o desempenho celular ao manter o genoma alvo intacto e introduzir
organelas de interesse, sobretudo cloroplastos e mitocondrias altamente competitivas
quanto ao desempenho assimilatério e energético, respectivamente (GROSSER,;
OLLITRAUT; OLIVARES-FUSTER, 2000). Com base no valor celular agregado no
cibrido por meio da fusdo de protoplastos, posteriormente, as plantas dipléides
produzidas nos experimentos realizados neste trabalho serdo identificadas quanto a
sua natureza cibrida e avaliadas quanto ao seu desempenho fisiol6gico, em

comparacao as plantas genitoras.
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4.3.3 Caracterizacdo das plantas regeneradas dos experimentos de fusdo de

protoplastos

As fusdes de protoplastos envolvendo laranja doce ‘Péra’ + tangerina ‘Fremont’
resultaram em 4 plantas (amostras 1-4 — Tabela 7). As plantas 2 e 3 (amostras 2 e 3)
confirmaram a presenca de 36 cromossomos (4x) via citometria de fluxo das
suspensdes nucleares extraidas de folhas, cujos picos de leitura da quantidade de DNA
em Gj, apos a coloracdo com DAPI, resultaram histogramas com resolucéo suficiente
para identificar as plantas diploides (genitores-padrdo com média de leitura entre 34-40)
e tetraploides (4x com meédia de leitura entre 69-73) (Figura 16-b). Das 2 plantas
tetrapléides, apenas 1 (amostra 2) foi escolhida para analise molecular com marcadores
tipo RAPD, sendo que a mesma foi confirmada ser um hibrido somatico heterocarionte
pela analise morfoldgica, apresentando caracteristicas morfolégicas intermediarias de
ambos os genitores como formato foliar e coloragédo, além da presenca de pequeno
peciolo alado (Figura 16-c); e principalmente pela analise molecular, cujos ‘primers’ que
apresentaram polimorfismo envolvendo os genitores de laranja doce ‘Péra’ e tangerina
‘Fremont’ foram: A4, A7, AA7 e A10 (Figura 16-a).

As fusdes de protoplastos envolvendo laranja doce ‘Péra’ + tangelo ‘Nova’
resultaram em 4 plantas (amostras 5-8 — Tabela 7). Da mesma forma que a combinacéo
laranja doce ‘Péra’ + tangerina ‘Fremont’, as plantas 2 e 3 (amostras 6 e 8) confirmaram
a presenca de 36 cromossomos (4x) via citometria de fluxo das suspensdes nucleares
extraidas de folhas, com picos de leitura da quantidade de DNA em G; que resultaram
histogramas em que foi também possivel identificar as plantas dipléides (genitores-
padrdo com média de leitura entre 34-40) e tetraploides (4x com média de leitura entre
71-80) (Figura 17-b). Das 2 plantas tetrapléides identificadas, apenas 1 (amostra 6) foi
escolhida para analise molecular com marcadores tipo RAPD. Apdés a visualizagdo em
gel de agarose, a planta 2 (amostra 6) foi confirmada como um hibrido somatico
heterocarionte, por conta do polimorfismo envolvendo os genitores de laranja doce
‘Péra’ e tangelo ‘Nova’ amplificados pelos “primers”: A4 e A7 (Figura 17-a). Quanto a
andlise morfologica, o hibrido apresenta folhas com caracteristicas morfolégicas das 2

espécies de citros estudadas, bem como algumas caracteristicas tipicas de hibridos
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somaéticos tais como 0 aumento da espessura do limbo foliar e folnas com coloracéo
mais intensa (GROSSER; GMITTER JUNIOR, 1990), além de um formato foliar
ovalado, diferenciado de ambos os genitores (Figura 17-c).

As fusbes de protoplastos envolvendo laranja doce ‘Péra’ + tangerina ‘Nules’
resultaram em 9 plantas (amostras 10-18 — Tabela 7). Nesta combinacdo, 3 das 10
plantas avaliadas por citometria de fluxo (amostras 10, 11 e 16 — Tabela 7)
apresentaram configuracdo cromossdmica equivalente a 4x (média de leitura entre 68-
77), sendo portanto, tetrapldides em relacéo ao padréo dipléide estabelecido (genitores-
padrdo com média de leitura entre 34-40) (Figura 18-b). Das 3 plantas tetraploides
identificadas, apenas 1 (amostra 10) foi escolhida para analise molecular, na qual, de
acordo com o polimorfismo entre os genitores, evidenciado pela amplificagdo dos
“primers” A4, A7, AA7 e A10. A planta analisada foi caracterizada como um hibrido
somaético heterocarionte (Figura 18-a). Em complementacdo as andlises de ploidia e
molecular, na avaliacdo morfoldgica foi possivel identificar com clareza caracteristicas
peculiares aos hibridos somaticos, tais como formato foliar intermediario, peciolo alado
bem evidente, folhas mais escuras e bastante espessadas (GROSSER; GMITTER
JUNIOR, 1990) (Figura 18-c).

As fusbes de protoplastos envolvendo laranja doce ‘Péra’ + tangerina ‘Thomas’
resultaram em 1 planta aclimatizada até o momento (amostra 9 — Tabela 7), a qual foi
analisada quanto a sua ploidia por citometria de fluxo. O resultado da leitura do fluxo
das suspensbBes nucleares extraidas de folhas apontou a presenca de 18
cromossomos, com meédia de leitura igual a 36,45, em comparacdo aos genitores-
padrdo que apresentaram meédia de leitura entre 34-40, definindo-a, assim, como uma
planta dipldide. Entretanto, as plantas in vitro desta combinacdo que estdo concluindo o
processo de regeneracdo, serdo aclimatizadas e posteriormente avaliadas quanto a
ploidia, morfologicamente e através de marcadores moleculares do tipo SSR e RAPD,

visando a identificacdo de um hibrido somético.
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Figura 16 — Caracterizacdo dos produtos de fusdo de protoplastos de laranja doce ‘Péra’ + tangerina
‘Fremont’. a) Fragmentos RAPD. Colunas 1 a 3 = “primer” A4; colunas 4 a 6 = “primer” A7,
colunas 7 a 9 = “primer” AA7; e colunas 10 a 12 = “primer” A10. Colunas 1, 4, 7, e 10 =
laranja doce ‘Péra’; colunas 2, 5, 8 e 11 = produto da fusé@o de protoplastos; colunas 3, 6, 9
e 12 = tangerina ‘Fremont’. B = branco. P = ladder 1 Kb. b) Histogramas obtidos das
analises por citometria de fluxo de laranja doce ‘Péra’ + tangerina ‘Fremont’ (centro) e dos
padrdes dipldides de laranja doce ‘Péra’ (esquerda) e tangerina ‘Fremont’ (direita). c)
Morfologia foliar de laranja doce ‘Péra’ (esquerda), laranja doce ‘Péra’ + tangerina ‘Fremont’
(centro) e tangerina ‘Fremont’ (direita). Barra=1 cm
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Figura 17 — Caracterizagdo dos produtos de fusdo de protoplastos de laranja doce ‘Péra’ + tangelo
‘Nova'. a) Fragmentos RAPD. Colunas 1 a 3 = “primer” A4; colunas 4 a 6 = “primer” A7;
colunas 7 a 9 = “primer” AA7; e colunas 10 a 12 = “primer” A10. Colunas 1, 4, 7, e 10 =
laranja doce ‘Péra’; colunas 2, 5, 8 e 11 = produto da fusdo de protoplastos; colunas 3, 6, 9
e 12 = tangelo ‘Nova’. B = branco. P = ladder 1 Kb. b) Histogramas obtidos das analises por
citometria de fluxo de laranja doce ‘Péra’ + tangelo ‘Nova’ (centro) e dos padrdes dipléides
de laranja doce ‘Péra’ (esquerda) e tangelo ‘Nova’ (direita). c) Morfologia foliar de laranja

doce ‘Péra’ (esquerda), laranja doce ‘Péra’ + tangelo ‘Nova’ (centro) e tangelo ‘Nova’
(direita). Barra=1 cm
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Figura 18 — Caracterizacdo dos produtos de fusdo de protoplastos de laranja doce ‘Péra’ + tangerina
‘Nules’. a) Fragmentos RAPD. Colunas 1 a 3 = “primer” A4; colunas 4 a 6 = “primer” A7,
colunas 7 a 9 = “primer” AA7; e colunas 10 a 12 = “primer” A10. Colunas 1, 4, 7, e 10 =
laranja doce ‘Péra’; colunas 2, 5, 8 e 11 = produto da fuséo de protoplastos; colunas 3, 6, 9
e 12 = tangerina ‘Nules’. B = branco. P = ladder 1 Kb. b) Histogramas obtidos das analises
por citometria de fluxo de laranja doce ‘Péra’ + tangerina ‘Nules’ (centro) e dos padrdes
dipléides de laranja doce ‘Péra’ (esquerda) e tangerina ‘Nules’ (direita). ¢) Morfologia foliar
de laranja doce ‘Péra’ (esquerda), laranja doce ‘Péra’ + tangerina ‘Nules’ (centro) e
tangerina ‘Nules’ (direita). Barra=1 cm
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5 CONCLUSOES

De acordo com os resultados deste trabalho concluiu-se que:

e O processo de fusdo de protoplastos demonstrou ser viavel, bem como o
protocolo da cultura e regeneracéo de plantas empregado;

e A variedade de laranja doce ‘Péra’ apresentou maior potencial
embriogénico do que a ‘Westin’, somado a uma alta capacidade de
regeneracao; e

e Os marcadores moleculares do tipo RAPD empregados confirmaram a
hibridacdo somatica das plantas tetrapldides regeneradas a partir da fuséo
de protoplastos entre laranja doce ‘Péra’ + tangerina ‘Fremont’, laranja

doce ‘Péra’ + tangelo ‘Nova’ e laranja doce ‘Péra’ + tangerina ‘Nules’.
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Composicado das solucdes e meios de cultura para protoplastos, calos, embrides

e plantulas de citros

1

1. EME Regular (0,146M) g.L
NHiNO; 1,65
KNO3 1,90
MgSo,4.7H,0 0,37
KH,PO, (monobasico) 0,15
K,HPO, (dib4sico) 0,02
H;BO; 0,0062
MnSQO,4.H,O 0,0168
ZnS0,4.7H,0 0,0086
Kl 0,00083
Na,Mo00O,.2H,0 0,00025
CuS0,.5H,0 0,000025
CoCl,.6H,0 0,000025
Mio-inositol 0,10
Tiamina-HCI 0,01
Piridoxina-HCI 0,01
Acido nicotinico 0,005
Glicina 0,002
CacCl,.2H,0 0,43
Na,EDTA 0,03724
FeS0O,.7H,O 0,02744
Sacarose* 50,00
Extrato de malte 0,50
Agar 8,00

Ajustar o pH para 5.8 com KOH
Autoclavar por 20 minutos, a 15 psi

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

2. H+H g.L™?
NH4NO; 0,825
KNO;3 0,95
MgSo,4.7H,0 0,185
KH,PO, (monobasico) 0,075
K,HPO, (dibasico) 0,01
MgSO, 0,185
KH,PO,4 (monobasico) 0,075
K,HPO, (dib4sico) 0,01
KCI 0,75
HsBO3 0,0062
MnSQ,4.H,O 0,0168
ZnS0,4.7H,0 0,0086
Kl 0,00083
Na,Mo00O,.2H,0 0,00025
CuS0,4.5H,0 0,000025
CoCl,.6H,0 0,000025
Mio-inaositol 0,10
Tiamina-HCI 0,01
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Piridoxina-HCI 0,01
Acido nicotinico 0,005
Glicina 0,002
CacCl,.2H,0 0,43
Na,EDTA 0,03724
FeS0O,.7H,0O 0,02744
Sacarose* 50,00
Extrato de malte 0,50
Glutamina 1,55
Agar 8,00

Ajustar o pH para 5.8 com KOH
Autoclavar por 20 minutos, a 15 psi

1

3. BH; g.L
MgSO, 0,37
KH,PO, (monobasico) 0,15
K,HPO, (dibasico) 0,02
KCI 1,50
Pantotenato de calcio 0,05
Acido ascérbico 0,10
Cloreto de colina 0,05
Acido p-aminobenzéico 0,001
Acido félico 0,02
Riboflavina 0,01
Biotina 0,001
Retinol (vitamina A) 0,00001
Colecalciferol (vitamina Ds) 0,00002
Vitamina By, 0,00004
Kl 0,00075
Piruvato de sodio 0,02
Acido citrico 0,04
Acido malico 0,04
Acido fumarico 0,04
Frutose 0,25
Ribose 0,25
Xilose 0,25
Manose 0,25
Ramose 0,25
Celobiose 0,25
Galactose 0,25
Manitol 0,25
HsBO; 0,0062
MnSQO,4.H,O 0,0168
ZnS0,.7H,0 0,0086
Kl 0,00083
Na,Mo00O,.2H,0 0,00025
CuS0,.5H,0 0,000025
CoCl,.6H,0 0,000025
Mio-inositol 0,10
Tiamina-HCI 0,01
Piridoxina-HCI 0,01
Acido nicotinico 0,005
Glicina 0,002
CacCl,.2H,0 0,43
Na,EDTA 0,03724

FeS0O,.7H,0 0,02744
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Extrato de malte 1,00
Sacarose* -
Manitol 81,99
Glutamina 3,10
Caseina hidrolisada 0,25

Adicionar 20 mL de agua de cdco

Ajustar o pH para 5.7 com KOH

* Adicionar a sacarose nas seguintes proporcoes:

para BH; 0,6M = usar 51,35 g.L™
para BH; 0,7M = usar 85,56 g.L™
para BH; 0,8M = usar 119,77 g.L™, e esterilizar em filtro de 0,2 pm.

4. 1500 gL™?
NH;NO; 1,65
KNO3 1,90
MgSo0,.7H,0 0,37
KH,PO,4 (monobasico) 0,15
K,HPO, (dibasico) 0,02
H3BO; 0,0062
MnS0O,4.H,O 0,0168
ZnS0,4.7H,0 0,0086
KI 0,00083
Na,Mo00,.2H,0 0,00025
CuS0,.5H,0 0,000025
CoCl,.6H,0 0,000025
Mio-inositol 0,10
Tiamina-HCI 0,01
Piridoxina-HCI 0,01
Acido nicotinico 0,005
Glicina 0,002
CaCl,.2H,0 0,43
Na,EDTA 0,03724
FeS0O,.7H,0 0,02744
Sacarose 50,00
Extrato de malte 1,50
Agar 8,00

Ajustar o pH para 5.8 com KOH

Autoclavar por 20 minutos, a 15 psi

5. B+ gL™?
NH;NO; 1,65
KNO3 1,90
MgSo,4.7H,0 0,37
KH,PO,4 (monobasico) 0,15
K,HPO, (dib4sico) 0,02
H3BO; 0,0062
MnS0O,4.H,O 0,0168
ZnS0,4.7H,0 0,0086
Kl 0,00083
Na,Mo00,.2H,0 0,00025
CuS0,.5H,0 0,000025
CoCl,.6H,0 0,000025
Mio-inositol 0,10
Tiamina-HCI 0,01
Piridoxina-HCI 0,01
Acido nicotinico 0,005
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Glicina 0,002
CaCl,.2H,0 0,43
Na,EDTA 0,03724
FeS0,.7H,0 0,02744
Sacarose* 25,00
Extrato de malte 1,50
Cumarina 14,60
Acido naftaleno acético 0,02
Agar 8,00

Adicionar 20 mL de agua de cbco

Ajustar o pH para 5.8 com KOH

Autoclavar por 20 minutos, a 15 psi

6. RMAN g.L?
NH4NO; 0,825
KNO3 0,95
MgSo,4.7H,0 0,185
KH,PO, (monobasico) 0,075
K,HPO, (dibasico) 0,01
H3BO; 0,0031
MnSO4.H,O 0,0084
ZnS0,.7H,0 0,0043
Kl 0,000415
Na,Mo00,4.2H,0 0,000125
CuS0,.5H,0 0,0000125
CoCl,.6H,0 0,0000125
Mio-inositol 0,05
Tiamina-HCI 0,005
Piridoxina-HCI 0,005
Acido nicotinico 0,0025
Glicina 0,001
CacCl,.2H,0 0,215
Na,EDTA 0,01862
FeS0,.7H,0 0,01372
Sacarose 25,00
Acido naftaleno acético 2,01
Carvéo ativado 0,50
Agar 8,00

Ajustar o pH para 5.8 com KOH

Autoclavar por 20 minutos, a 15 psi

7. CPW g.L™
KH,PO,4 0,0272
KNO; 0,10
MgSO, 0,25
Kl 0,00016
CuSO, 0,0000025
CacCl,.2H,0 0,15

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

Ajustar o pH para 5.8 com KOH
Esterilizar em filtro de 0,2 um
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8. Solucdo Enzimatica g.L
Manitol (0,7M) 128,00
CaCl, (24,5mM) 3,60
NaH,PO, (0,92mM) 0,11
MES (6,15mM) 1,20
Celulase a 1% (Onozuka RS) 10,00
Macerase a 1%(R 10) 10,00
Pectolyase Y-23 a 0,2% 2,00

Ajustar o pH para 5.6 com KOH

Esterilizar em filtro de 0,2 um

9. Solucéo de PEG g.L?
Polietilenoglicol (PM = 1450) 400,00
CaCl,.2H,0 9,70
Glicose 54,10

Ajustar o pH para 6.0 com KOH

Esterilizar em filtro de 0,2 um

10. Solucéo de lavagem “A” g.L!
Glicose 72,00
CaCl,.2H,0 9,70

Adicionar 100 mL de DMSO

Ajustar o pH para 6.0 com KOH

Esterilizar em filtro de 0,2 um

11. Soluc&o de lavagem “B” g.L!
Glicina 22,50

Ajustar o pH para 10.5 com KOH
Esterilizar em filtro de 0,2 um

12.1:1:1

1 parte de BH; 0,6M

1 parte de EME 0,6M

1 parte de EME regular (0,146M)
Ajustar o pH para 5.7
Esterilizar em filtro de 0,2 um

13.1:2

1 parte de BH; 0,6M

2 partes de EME Regular (0,146M)
Ajustar o pH para 5.7
Esterilizar em filtro de 0,2 um




