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DETERMINACAO DE METODOLOGIA PARA O
ISOLAMENTO DE PROTOPLASTOS DE TANGERINA
CLEOPATRA (Citrus reshni Hort.)

R.P. de OLIVEIRA; B.M.J. MENDES; A. TULMANN NETO

Centro de Energia Nuclear na Agricultura/USP - C.P. 96 - CEP: 13400-900 - Piracicaba, SP.

RESUMO: A hibridagiio som4tica via fusiio de protoplastos vem sendo utilizada no melhoramento de porta-enxertos
de citros em diversos paises. Nos Estados Unidos, vdrios estudos demonstram a eficiéncia de procedimentos no
isolamento e cultivo de protoplastos dessa frutifera. O presente trabatho foi realizado com o objetivo de avaliar o
efeito do meio de cultivo de calos embriogénicos do porta-enxerto tangerina Cle6patra (Citrus reshni Hort.) sobre
o isolamento de protoplastos, bem como sugerir alteragoes de procedimento. Os resultados mostram a possibilidade
do isolamento de 1.4 x 10° a 4.7 x 10° protoplastos por grama de calos da espécie estudada. Verificou-se que, o
subcultivo dos calos de tangerina Cleépatra em meio de cultura, sem reguladores de crescimento suplementado com
apenas 4% de sacarose e 0 emprego de um pré-tratamento enzimitico com macerozyme a 1% por 1 hora, sob
condicdes de escuro a 120 rpm, proporcionou maior eficiéncia de isolamento de protoplastos (4.7 x 1( protoplastos/g
de calo).
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METHODOLOGY CHOICE FOR PROTOPLAST ISOLATION
IN CLEOPATRA MANDARIN (Citrus reshni Hort.)

ABSTRACT: Somatic hybridization has been used for citrus rootstock breeding in many countries. In USA, many
reports had proved the efficiency of procedures for the isolation and culture of citrus protoplasts. This research was
conducted to evaluate the efficiency of procedures of protoplast isolation using embryogenic callus of the Cleopatra
mandarin rootstock. Alterations were proposed to increase protoplast isolation and culture method. Results show
the possibility of a protoplast yield of 1.4 to 4.7 x 10° pps/g.f.w. for Cleopatra tangerine rootstock callus. Protoplast
yield can be raised to 4.7 x 10° pps/g.f.w. if the embryogenic callus are grown in a medium supplemented only with
4% sucrose and pre-treated with 1% w/v macerozyme for 1 hour, at 120 rpm, in dark, is applied before protoplast
isolation.
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et al., 1985 e GROSSER & GMITTER Jr., 1990).
Esses hibridos somdticos apresentam a vantagem de

O Brasil € o maior produtor e serem alotetrapl6ides, mantendo os genes parentais
exportador de suco citrico concentrado (FAO, por ndo apresentarem segregagao meiética. Assim,
1992). A diversificagdo do material genético dos as caracteristicas favordveis e desfavordveis
pomares com variedades de enxertos e porta- controladas por genes dominantes ou codominantes

INTRODUCAO

enxerto tolerantes a pragas, doengas e estresses de
natureza abidtica consiste na medida mais racional
para sustentacdo dessa posi¢io no mercado
internacional,

Nos dltimos anos, a hibridacdo
somdtica via fusdo de protoplastos passou a ser
empregada no melhoramento de variedades de
citros em diversos paises, tendo sido obtidos
indmeros hibridos somé4ticos que, atualmente, estio
sendo avaliados a nivel de campo (OHGAWARA
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presentes em um dos pais podem se expressar, ao
contrdrio dos genes deletérios recessivos,
frequentemente presentes nas variedades citricas,
que ndo se expressam (GROSSER & GMITTER
Jr., 1990).

A hibridagio somdtica de citros
vem sendo utilizada como rotina em laboratérios
dos Estados Unidos, Israel e Japdo, porém
trabalhos relacionados ao isolamento, purificagio e
cultivo de protoplastos sdo escassos no Brasil.
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Desta forma, o presente traba-
lho teve por objetivo avaliar o efeito do meio de
cultivo de calos embriogénicos do porta-enxerto
tangerina CleGpatra (Citrus reshni Hort.) sobre o
isolamento de protoplastos ao utilizar-se o
protocolo descrito por GROSSER & GMITTER Jr.
(1990), bem como sugerir alteragdes em seu
contetido visando aumentar sua eficiéncia.

MATERIAIS E METODOS

Os experimentos foram realiza-
dos na Segdo de Radiogenética do Centro de
Energia Nuclear na Agricultura (CENA/USP), em
Piracicaba-SP, utilizando a espécie tangerina
Cledpatra (Citrus reshni Hort.).

Efeito do meio de cultivo dos calos na eficiéncia
de isolamento: Os calos embriogénicos de
tangerina Cle6patra foram subcultivados por no
minimo 3 cultivos de 3 semanas, nos seguintes
meios de cultura: MT (MURASHIGE & TUCKER,
1969) suplementado com 5% de sacarose ¢ 500
mg/l de extrato de malte (MT), MT suplementado
com 5% de sacarose, 500 mg/l de extrato de malte
¢ 10 mg/l de benzilaminopurina (MT +BAP) e MT
suplementado com 4% de sacarose (MT-S).

A solugdo enzimdtica empregada
foi composta por 1.0% de cellulase "Onozuka" RS
(Yakult Honsha Co. Ltd., Tokyo, Japan); 1.0% de
macerozyme R-10 (Yakult Honsha Co. Ltd.,
Tokyo, Japan); 0.2% de pectolyase Y-23 (Seishin
Pharmaceutical Co. Ltd., Tokyo, Japan); 0.7 M
manitol; 12.0 mM de cloreto de cdlcio; 1.4 mM de
NaH,PO,; € 6.0 mM de MES. O pH dessa solugéo
foi ajustado para 5.6 ¢ a filtragdo foi realizada em
membrana de 0.2 um (GROSSER & CHANDLER,
1987).

Para o isolamento de protoplas-
tos macerou-se com um bastio de vidro 1 g de calo
de cada tratamento em 3 ml de meio BH,
(GROSSER & GMITTER Jr., 1990) 0.7 M, em
placa de Petri (45x20 mm); adicionando-se em
seguida, 1 ml da solugdo enzimdtica. As placas de
Petri foram seladas com parafilme e incubadas a 25
+ 2°C, sob condigdes de escuro a 50 rpm
(GROSSER & GMITTER Ir., 1990).

A avaliagiio do experimento foi
feita em Cimara de Newbauer através da contagem
do niimero de protoplastos intactos isolados, a
intervalos de 1 hora, sendo utilizadas 2 repeti¢3es
por tratamento.

Sci, agric., Piracicaba, 52(1):38-42, jan./abr. 1995

Efeito do pré-tratamento dos calos com
macerozyme: Utilizaram-se calos de tangerina
Cle6patra com 3 subcultivos de 3 semanas em meio
de cuitura MT-S. Os tratamentos consistiram em
pré-tratamento dos calos com solugio enzimdtica
contendo macerozyme R-10 a 1%, por 1 € 2 horas
(BUTTON & BOTHA, 1975), em condigSes de
escuro a 25 + 2°C, em agitador orbital a 120 rpm.
Nessa solugio enzimdtica foram utilizados os
estabilizadores osméticos e de membrana
empregados na solugdo enzimdtica descrita por
GROSSER & CHANDLER (1987). Os resultados
foram comparados com um tratamento controle,
onde se utilizou o método de digestdo da parede
celular descrito GROSSER & GMITTER Jr.
(1990). As avaliagdes dos resultados foram
realizadas da mesma forma que no experimento
anterior, sendo utilizadas 2 repetigdes por
tratamento.

Em seguida, os protoplastos,
isolados a partir de calos subcultivados no meio de
cultura MT-S e submetidos a um pré-tratamento
enzimdtico com macerozyme, foram purificados
conforme recomendam GROSSER & GMITTER
Jr. (1990). A viabilidade desses protoplastos foi
estudada através do emprego do corante azul de
metileno na concentragio final de 0.01%
(HOOLEY & McCARTHY, 1980). Foram
analisadas a viabilidade de 200 protoplastos ap6s
cada isolamento, sendo feitas contagens do niimero
de protoplastos vidveis e mortos em microscépio
invertido.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Na literatura existem vérios
protocolos de isolamento de protoplastos de citros
como os de SPIEGEL-ROY & VARDI (1984);
KOBAYASHI et al. (1985); GOLDMAN (1988) ¢
GROSSER & GMITTER lJr. (1990). O protocolo
de GROSSER & GMITTER Jr. (1990), que utiliza
a solugdo enzimdtica de GROSSER &
CHANDLER (1987), foi escolhido para a avaliagdo
do experimento de isolamento de protoplastos
obtidos a partir de calo da variedade tangerina
Cleépatra por ser o mais recente e por se aplicar a
diversas espécies.

Inicialmente, foram estudados
os efeitos da composicdo do meio de cultivo
utilizado na multiplicagiio de calos e do tempo de
digestio enzimdtica sobre a eficiéncia de
isolamento de protoplastos. No presente estudo,
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notou-se, para todos os meios de cultivo estudados,
que o maior mimero de protoplastos intactos
isolados ocorreu apés 4 horas de tratamento
enzimidtico dos calos subcultivados (Figura 1). A
andlise dos trabalhos de isolamento de protoplastos
de citros existentes na literatura permite classificar
as solugGes enzimdticas em dois grupos com
relagdo ao tempo de digestdo enzimética: solugoes
fortes, em que o isolamento de protoplastos a partir
de calo ocorre em 4 horas (GOLDMAN, 1988) e
solugdes fracas, em que o isolamento ocorre em
aproximadamente 16 horas (VARDI e al., 1982;
SPIEGEL-ROY & VARDI, 1984). A andlise dos
resultados do experimento realizado permite
incluir, didaticamente, a solugdo enzimitica de
GROSSER & CHANDLER (1987) no grupo das
solugdes fortes.

25
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= MT-S
—+ MT

—%- MT+BAP

s
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Tempo de digestio enzimatica (horas)

Figura 1 - Efeito da composi¢io do meio de
cultivo utilizado na multiplicagdo de
calos de tangerina Cle6patra (Citrus
reshni Hort.)) na eficiéncia de
isolamento de protoplastos durante a
digestdo enzimdtica.

Pela Figura 1 verifica-se, ainda,
que os calos subcultivados em meio de cultura com
menor teor de sacarose (4%) apresentam maior
eficiéncia na liberagdo de protoplastos quando
comparados aos calos cultivados em meio contendo
reguladores de crescimento e/ou 5% de sacarose.
Por essa razdo, o nimero médio de protoplastos
isolados por grama de peso fresco de calos de
tangerina Cledpatra subcultivados nos meios de
cultura MT-S, MT e MT+BAP foi de 2.2 x 105,
1.7 x 10° e 1.4 x 10°, respectivamente.

Os resultados obtidos no presente
estudo estio de acordo com as citagdes de
SHEPARD & TOTTEN (1977); WALLIN ez al.

Sci. agric., Piracicaba, 52(1):38-42, jan./abr, 1995

(1977) ¢ SIMMONDS er al. (1979), os quais
verificaram aumento na eficiéncia de isolamento de
protoplastos com a redugdo na concentragio de
sacarose dos subcultivos anteriores ao processo de
isolamento. WALLIN et al. (1977), atribuiram o
aumento na eficiéncia de isolamento de protoplastos
4 mudanga na composigdo quimica da parede
celular ocasionada pelo menor teor de sacarose.
Este procedimento exige menor quantidade de
enzima para o isolamento de protoplastos,
reduzindo possiveis efeitos de toxicidade. Neste
experimento observou-se aumento pronunciado no
crescimento dos calos no meio MT-S. Esses calos
eram mais fridveis e, provavelmente, apresentavam
maior nimero de células na fase de crescimento
logaritmico, visto que nessa fase as células dos
calos sdo mais uniformes e apresentam parede
celular mais fina, possibilitando maior eficiéncia no
isolamento de protoplastos (POWER &
CHAPMAN, 1985).

Durante as contagens de
protoplastos deste experimento, observou-se a
presenga de microcalos compactos que s6
liberavam protoplastos em suas extremidades,
locais onde ocorria contato efetivo com a solugao
enzimidtica. Verificou-se, também, que apés 10
horas de tratamento enzimético restavam, ainda,
alguns aglomerados de «células que nao
apresentavam a parede celular digerida pela solugdo
enzimdtica. Por essa razdo, foi realizado um
segundo experimento com o objetivo de avaliar o
efeito de um pré-tratamento enzimdtico na
separagdo das células dos microcalos, visando
aumentar a eficiéncia no isolamento de
protoplastos. Para o pré-tratamento dos calos foi
utilizada solugdo de macerozyme a 1% por 1 e 2
horas, que promoveu uma pré-individualizagio das
células dos calos. De acordo com BUTTON &
BOTHA (1975), o uso de macerozyme, mesmo em
concentragbes mais elevadas de 2 a 3%,
aparentemente ndo afeta a viabilidade das células,
que permanecem intactas apds o tratamento.

Na Figura 2, pode-se verificar o
efeito benéfico do pré-tratamento enzimdtico, com
solugio contendo macerozyme a 1%, sobre a
eficiéncia no isolamento de protoplastos. Esse
tratamento promoveu a duplicagio no nimero de
protoplastos intactos isolados por grama de peso
fresco de calos-de tangerina Cledpatra (4.7 x 105,
demonstrando que, muitas vezes, devem ser feitas
alteragdes em protocolos consagrados na literatura
visando ajustd-los as condigdes do laboratdrio e do
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material biolégico disponivel. Segundo SHAHIN
(1985), embora generalizagGes possam ser feitas, as
condigGes necessdrias ao isolamento e cultivo de
protoplastos podem variar consideravelmente de
espécie para espécie e de genétipo para genétipo.
O mesmo fato foi observado por VARDI et al.
(1982), que verificaram grande variabilidade nos
requisitos metodolégicos exigidos por diferentes
variedades e espécies, principalmente no que se
refere as enzimas de maceragdo e aos agiicares
utilizados como estabilizadores osméticos.

Os resultados relativos 4
eficiéncia de isolamento de protoplastos de calos de
tangerina CleSpatra foram superiores aos obtidos
por GOLDMAN (1988) e CRISTOFANI (1991), as
quais ao trabalharem com a variedade laranja Pera
isolaram em média 1.37 x 10°% e 1.43 X 10° proto-
plastos/g de peso fresco de calo, respectivamente.

"
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Figura 2 - Efeito de pré-tratamento enzimdtico de
calos com macerozyme sobre a eficién-
cia do isolamento de protoplastos de
tangerina Cledpatra (Citrus reshni
Hort.).

Embora o tratamento com mace-
rozyme a 1% por 2 horas tenha proporcionado uma
eficiéncia de isolamento de protoplastos semelhante
ao tratamento pré-enzimético por 1 hora, este
iiltimo deve ser recomendado devido a presenga de
menor quantidade de células danificadas, o que
facilita a etapa de purificagio.

Nos experimentos realizados
observou-se que, de uma forma geral, calos
altamente fridveis, esbranquicados (sem oxidagio)
e de rdpido crescimento sdo os que promovem
maior eficiéncia de isolamento de protoplastos.

A viabilidade dos protoplastos
isolados a partir de calos de tangerina Cledpatra
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subcultivados no meio de cultura MT-S sendo
realizado o pré-tratamento enzimdtico com
macerozyme 1% por 1 hora nas condigdes
propostas variou de 81 a 89%. Esses resultados
indicam a eficiéncia do método e se aproximam dos
obtidos por GOLDMAN (1988) e CRISTOFANI
(1991) que trabalhando com protoplastos isolados
da variedade laranja Pera obtiveram de 79.5 a
89.5% e de 80.7 a 84.0% de protoplastos vidveis,
respectivamente.

CONCLUSOES

O método descrito por
GROSSER & GMITTER IJr. (1990) permite o
isolamento de protoplastos de tangerina Cledpatra
em quantidades satisfatérias para posteriores
trabalhos de hibridagio som4tica via fusfo de
protoplastos. No entanto, alteragdes na
metodologia, relacionadas a redugéo do nivel de
sacarose ¢ auséncia de reguladores de crescimento
no meio de cultivo dos calos e a adogio de um pré-
tratamento  enzimdtico dos mesmos com
macerozyme, permitem aumento da eficiéncia de
isolamento de protoplastos vidveis.
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