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Resumo — Este trabalho teve como objetivo a obtencdo de hibridos sométicos entre o liméo ‘ Cravo’

(Citruslimonia Osbeck) eatangerina‘ Cledpatra (Citrusreshni Hort.), paraserem usados como porta-
enxertos de citros. O limédo ‘Cravo’ é atuamente o principal porta-enxerto comercial utilizado no
Brasil, em virtude de suas boas qualidades agronémicas. Entretanto, é suscetivel ao “declinio” dos
citros, doenca responsavel pela eliminacéo anual de milhdes de plantas citricas no Brasil. A tangerina
‘Cledpatra € uma espécie bastante utilizada como porta-enxerto em outros paises e tem sido descrita
na literatura como tolerante ao “declinio”. Protoplastos de suspensdes celulares embriogénicas e
protoplastos derivados de tecidos foliares foram utilizados para fusdo com solugéo de PEG (50%) e
posterior cultivo em agarose. A porcentagem de obtencdo de células hibridas interespecificas logo
apos a fusdo, variou entre 5,1% e 6,8%. Foram obtidas mais de 500 plantas a partir de produtos de
fusdo cultivados em gotas de agarose. No total de 180 plantas avaliadas, 11 hibridos sométicos foram
discriminados e confirmados, utilizando-se marcadores moleculares RAPD eisoenziméticos (sistemas
PO, IDH e PGl). Seis plantas foram aclimatizadas, plantadas no solo e estdo sendo multiplicadas por
estaquia para avaliagéo futura como porta-enxertos de citros.

Termos de indexagdo: protoplastos, marcador genético, polimorfismo genético, porta-enxerto, citros.

Somatic hybridization between ‘Rangpur’ limeand ‘ Cledpatra’ mandarin

Abstract — Theaim of thiswork wasto obtain somatic hybrids between * Rangpur’ lime (Citruslimonia
Osbeck) and ‘ Cledpatra mandarin (Citrus reshni Hort.), to be used as a citrus rootstock. ‘ Rangpur’
limeisthe most important Brazilian citrus rootstock due to its higher horticultural performance. Nev-
ertheless, this speciesis susceptible to blight disease, which isresponsible for the death of millions of
productive trees per year in Brazil. ‘ Cledpatra’ mandarin has become an increasingly important root-
stock in other countries and has been reported as being tolerant to citrus blight disease. Leaf proto-
plastsand protoplasts from embryogenic cell suspension cultureswere fused using PEG solution (50%)
and further cultivation in agarose. The frequency of heterokaryon formation was 5.1% to 6.8%. More
than 500 plants were regenerated from these fusion experiments and 180 were tested. Among them, 11
plantswere confirmed to be asomatic hybrid by means of molecular markers (RAPD) and isoenzymes
markers (PO, IDH and PGI systems). Six plants were acclimatized, planted in the soil and have been
multiplied by cuttingsin order to evaluate their potential as citrus rootstocks.

Index terms: protoplasts, genetic markers, genetic polymorphism, rootstocks, citrus.

Introducéo

Apesar de ser extremamente competitiva, a
citricultura brasileira apresenta limitagdes. Atual-
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mente, mais de 80% das plantas citricas estéo en-
xertadas sobre um Unico porta-enxerto, olimédo ‘ Cra-
vo’ (Citruslimonia Osbeck) (Pompeu Junior, 2001).
Esse porta-enxerto tem sido largamente utilizado por
suas caracteristicas agrondmicas superiores, tais
como: precocidade naformagdo das mudas, compa-
tibilidade com todas as variedades de copa, altapro-
ducdo, resisténcia a seca e tolerancia a tristeza.
No entanto, apresenta alta suscetibilidade ao
“declinio” doscitros, doenga que tem causado a€li-
minac&o de milhdes de plantas citricas por ano, no
Brasil (Pompeu Junior, 2001).
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Outras espécies do género Citrus e de géneros
afinstém sido testadas como porta-enxertos (Pompeu
Junior, 1991). A tangerina‘ Cledpatra (Citrusreshni
Hort.), descrita na literatura como tolerante ao
“declinio” (Grosser et a., 1990; Guirado et al.,
1991), tem sido bastante utilizada como porta-en-
xerto em outros paises e, mais recentemente, no Bra-
sil. Entretanto, apresentaal gumas caracteristicasin-
desgjaveis quando usada como porta-enxerto, como
a alta suscetibilidade a nematdides, a Phytophthora
e baixa producdo em plantas jovens (Grosser et al.,
1990).

Hibridosinterespecificos de citros podem ser obti-
dosviacruzamentos controlados, mascom limitagOes,
por causa de problemas da biologia reprodutiva do
género e da longa fase juvenil (Grosser & Gmitter
Junior, 1990). A obtenc&o de hibridos sométicos
interespecificos e intergenéricos em Citrus, viafusio
de protoplastos, pode resultar na producéo de porta-
enxertosmais promissores, pelapossibilidade de com-
binar caracteristicas desegjaveis de duas espécies. Uti-
lizando essa estratégia, Grosser et a. (1992, 1994,
19984) e Louzada et d. (1992) relataram a obtencéo
de 29 novos hibridos sométi cos entre espécies de por-
tarenxertosde citros, jaem fase experimental no cam-
po na Flérida (EUA), para a avaliagdo do potencia
COMO NOVOS porta-enxertos.

Em geral, os protoplastos de citros tém sido cul-
tivados na forma de meio liquido (Grosser et al.,
1992, 1994; Louzada et a., 1992; Mourdo Filho
et a., 1996), maso cultivo em meio semi-solido com
agarose também jafoi descrito por Kobayashi et al.
(1988) e Ohgawaraet a. (1991).

Plantas regeneradas a partir de suspensdes de
protoplastos embriogénicos, de origem nucelar, deli-
méo ‘ Cravo’ etangerina‘ Cledpatra’ e posteriormente
aclimatizadas, foram obtidas por Latado et al. (1999).

O objetivo deste trabalho foi obter hibridos
sométicos entre o liméo ‘Cravo’ e a tangerina
‘Cledpatra’ para serem usados como porta-enxertos
decitros.

Material e M étodos
O método usado na obtencgéo de protoplastosfoi 0 mes-

mo utilizado por Latado et a. (1999), com modificacdes
para adequacao as fontes de material vegeta utilizado.
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Osexperimentos defusdo deprotoplastosdeliméo ‘ Cra-
Vo' etangerina ‘Cledpatra’ foram realizados utilizando-se
protoplastos de duasfontes, de mesofilo foliar (cor verde) e
de suspensdes celulares embriogénicas (cor branca).

Os protoplastos de mesofilo foliar foram isolados a
partir de plantas cultivadas in vitro em meio semi-solido
MT (Murashige & Tucker, 1969), obtidas a partir de se-
meadura in vitro. Folhas jovens foram destacadas, corta-
das em tiras e colocadas em 4 mL de solugdo enzimatica
por 14 a 16 horas, sob agitacéo de 50 rpm, no escuro e a
27°C. A solugdo enzimatica usada na obtengdo de
protoplastosfoi amesmautilizadapor Latado et al. (1999).
A esterilizagdo foi feita por ultrafiltragdo (0,22 wm).

Suspensdes celulares embriogénicas, originadas apartir
de calos nucelares, foram cultivadas em meio MT liquido,
acrescido de 50 g L1 de sacarose € 0,5 g L1 de extrato de
malte. Essas suspensdes foram utilizadas como fonte de
protoplastos embriogénicos. Na obtencdo de protoplastos,
foi utilizado 0,5 g dematerial em suspensdo celular filtrada,
adicionada a4 mL de solugdo enzimatica. Os protoplastos
de suspensdo celular foram isolados durante oito horas, em
condigdes semel hantes as dos protopl astosde mesofilofoliar,
de acordo com Latado et al. (1999).

Protoplastos de ambas as espécies foram purificados
separadamente por meio defiltragdo (filtro de néilon, poro
de 58 um), seguido da adicé@o de solugcdo CPW (cell
protoplast wash) (0,7 M de manitol), centrifugacéo a
700 rpm por cinco minutos e eliminac&o do sobrenadante.
Em seguida, foram ressuspensosem 8 mL de solugdo CPW
e quantificados de forma semel hante ao citado por Latado
et al. (1999).

Na fusdo, aproximadamente 16x10° protoplastos de
cada uma das duas espécies foram adicionados em tubos
de vidro, centrifugados a 700 rpm, por quatro minutos.
O sobrenadante foi eliminado e adicionados 4 mL de so-
lugéo de PEG (50% de polietileno glicol (peso molecular
1.540 g mol-1); 5 mM de KH,PO,4 100 mM CaCly;
pH 5,7). Os experimentos de fusdo foram monitorados,
com uso de microscopio ético invertido, momentos apds
afusdo, paraavaliagdo da freqliéncia de formagdo de cé-
lulas hibridas. Apds 15 minutos, a solugdo de PEG foi
removida por meio de trés lavagens com solucéo CPW.

Os produtos da fusdo foram cultivados na forma de
gotasdeagarose (volumede0,2 mL), utilizando-se nasolu-
¢80 agarose tipo V11 (0,6%) e meio KMgP (Gilmour et a.,
1989), em placas de Petri de 6 cm dediémetro. A densidade
final de cultivo foi de 4x10° protoplastos por mL de meio
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de cultivo. Apds a solidificagéo das gotas de agarose/meio
de cultivo, adicionou-se na placa de Petri 0 meio de
banho — BH3 (Grosser & Gmitter Junior, 1990). As placas
de Petri foram mantidas no escuro e a 27°C.

A reducdo da osmolaridade do meio de banho foi rea-
lizada a cada 15 dias, utilizando-se a mistura dos meios
BH3 e MT liquido, nas seguintes proporgdes: 3:1; 2:1;
1:1; 0:1. Apds 60 dias de cultivo, as microcolénias com
tamanho aproximado de 1 mm de diédmetro foram
transferidas para meio MT semi-solido sem reguladores
de crescimento, sob condicfes de baixaintensidade lumi-
nosa (16 W m-2), fotoperiodo de 16 horasdeluz ea27°C.

Algumas microcolénias se desenvolveram e resulta-
ram em calos. Esses calos foram mantidos nas mesmas
condicdes de cultivo durante mais dois meses até o desen-
volvimento dos embrides somaticos. A germinagdo dos
embriBes e o desenvolvimento das plantas realizaram-se
de acordo com Latado et al. (1999).

As plantas obtidas foram transferidas e mantidas em
meio M T semi-sdlido sem reguladores de crescimento, até
arealizagdo dos experimentos de identificacdo dos hibri-
dos sométicos, com o uso de marcadores moleculares
RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA).

Plantas com nimero minimo de seis folhas foram uti-
lizadas nesses experimentos. O DNA gendmico de plan-
tascultivadasin vitro foi extraido conforme Edwardset al.
(1991). As amplificagBesrealizaram-se segundo o progra-
ma correspondente a 45 ciclos de 1 minuto a 94°C; 1 mi-
nuto a37°C, e 2 minutosa 72°C, e extensdo final de 5 mi-
nutosa72°C. A eletroforesefoi realizadaem gel de agarose
a 1,4%, seguido de coloragdo durante 20 minutos, por
imersdo em solugdo aquosa contendo 1 pug mL-1 de
brometo de etidio.

Apbs selegdo inicial em 66 primers (OP-APL até
OP-AP20; OP-G1 até OP-G20; OP-W1 até OP-W20;
OP-B1; OP-A5; OP-A10; OP-A20; OP-AN6, OP-019),
utilizando o DNA gendmico das duas espécies, optou-se
pela utilizagdo de OP-AP20, OP-ANG6, OP-AP14 e
OP-G20, na discriminagéo dos hibridos.

As andlises com marcadores isoenziméticos foram re-
alizadas em gel de penetrose a 13% (amido de milho), a
partir dos sistemas isoenziméticos peroxidase -

E.C.1.11.1.7 (PO); isocitrato desidrogenase - E.C.1.1.1.41
(IDH); efosfoglucose isomerase - E.C.5.3.1.9 (PGlI).

Em cadaplanta, afolhamais atafoi destacada e seg-
mentos desta foram pesados, macerados em placas de por-
celana, sob resfriamento, com aadi¢do de tamp&o extrator

1737

protéico Namkoong (Alfenaset a., 1991). Utilizou-seuma
relagdo aproximada de 100 mg de tecido foliar para cada
500 pL de tamp@&o extrator e 10 mg de polivinil
polipirrolidona (PVPP), durante amaceracdo. Os extratos
protéi cos foram absorvidos em pedacos de papel defiltro
Whatman ne 3, com dimensdes de 0,5x1,4 cm, armazena-
dos em tubos eppendorfs e depois utilizados nas corridas
eletroforéticas.

Os tampdes de cuba e de gel usados foram o Tris-
Citrato-Borato pH 8,3 (TCB), no sistema PGI, e o tampao
Citrato-Morfolina pH 6,1 (CM), nos sistemas IDH e PO
(Alfenaset al., 1991).

Aseéletroforeses foram realizadas com voltagem cons-
tante (150 V, por uma hora, e 300 V por mais sete horas),
no sistema PGI, e com corrente constante (20 mA), du-
rante 14 horas, nos sistemas |DH e PO. As coloragdes de
géisforamrealizadas deacordo comAlfenaset al. (1991).

Resultados e Discussdo

A porcentagem de obtengdo de células
heterocariontes (hibridas), logo apds a adicdo da
solucdo de PEG, situou-se entre 5,1% e 6,8%.
Grosser & Gmitter Junior (1990) relataram que, em
vériostrabal hos com fusdo de protoplastos em citros,
esta freqiéncia foi entre 1% e 10%. Ja Ling &
Iwamasa (1994) obtiveram 7% de células hibridas,
apos el etrofusdo entretangerina‘ Ponkan’ e Citropsis
gabunensis.

No presente estudo, a eficiéncia média de culti-
vo dos protoplastos obtidos em experimentos de fu-
sdo foi de 4,5+2,1%, calculada pelo nimero de
microcoldnias celulares formadas ap6s 28 dias de
cultivo, em relacdo a densidade inicial de
protoplastos.

Em geral, as primeiras divisdes celulares foram
observadas sete dias apds o cultivo. Vardi & Galun
(1988) e Grosser & Gmitter Junior (1990) relataram
que normamente as primeiras divisdes cel ulares séo
observadas 10 a 14 dias ap6s o isolamento e cultivo.
Segundo Vardi & Galun (1988), a razéo do longo
tempo paraaprimeiradivisdo foi em decorrénciada
fase lag relativamente extensa dos protoplastos de
citros. Sim et a. (1988), entretanto, com o cultivo
de protoplastos de Citrus mitis, observaram as pri-
meiras divisdes apbs trés dias.

A utilizacgo dos meiosde cultivo KM8P (Gilmour
et al., 1989), empregado nas gotas de agarose, € o
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BH3 (Grosser & Gmitter Junior, 1990), usado como
meio liquido, possibilitou rapida obtencdo de calos
e embriBes sométicos. Segundo Grosser (1994), o
meio de cultivo KM 8P tem sido usado com sucesso
no cultivo de protoplastos de diversas espécies,
provavelmente por causa da adicdo de concentra-
¢Oes apropriadas de multivitaminas, &cidos organi-
cos e aglicares/dlcoois complexos, que atuariam
como redutores de estresses ambientai's, pelo forne-
cimento de metabdlitos intermediérios.

No presente estudo, alguns embries somaticos
originaram-se espontaneamente a partir de 45 dias
de cultivo, na propria gota de agarose, enquanto
outros passaram primeiramente pela fase de calos,
com cultivo em meio semi-solido. Quando atingi-
ram o estédio cotiledonar, os embrifes foram trans-
feridos para 0 meio de desenvolvimento contendo
&cido giberélico (1 mg L™1) e &gua de coco (20 mL
deL1), o qua foi altamente eficiente naindugéo e
desenvolvimento dos embrides. Aproximadamente
80% dos embrides transferidos se desenvolveram e
resultaram em plantas.

Nos varios experimentos de fusdo realizados,
foram obtidas mais de 500 plantas in vitro. Destas,
180 foram avaliadas usando-se o método de
marcadores moleculares RAPD e 11 hibridos
sométicos foram confirmados, todos pertencentes ao
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tratamento em que a tangerina‘ Cledpatra foi utili-
zada como parental de suspensdo celular
(protoplastos embriogénicos), eliméo ‘ Cravo’ como
parental de folha. Como seria esperado, nenhuma
planta regenerada apresentou padréo molecular e
caracteristicas morfolégicas semelhantes as do li-
mé&o ‘ Cravo’, parental ndo embriogénico.

Em geral, os hibridos sométicos revelaram pa-
dréo molecular aditivo ao das espécies parentais,
como pbde ser observado no caso do primer
OP-AP20 (Figura1). Nas amplificagBes realizadas
com este primer, o liméo ‘Cravo’ apresentou uma
bandaadicional com aproximadamente 560 pb; atan-
gerina‘ Cledpatra’ , umabandaadiciona com 309 pb,
e 0s 11 hibridos sométicos, as duas.

Em outros primers utilizados, observou-se o pa-
dréo molecular aditivo, mas com aausénciade uma
ou mais bandas intensas, como foi 0 caso do
OP-ANG6 (Figura 2). Com a utilizac8o deste, todos
os hibridos ndo apresentaram umabandaintensa, de
850 pb, pertencente atangerina ‘ Clebpatra’.

Nas andlises de hibridos somaticos com
marcadores moleculares RAPD, aausénciade algu-
mas bandas, presentes numa das espécies parentais,
e a observacdo de bandas novas, inexistentes nos
doisparentais, jahaviam sido observadas em outros
trabalhos (Grosser et al., 1996, 1998b). Uma das

23 456 7T RN IZIIN)SIE ITIRID202] T

— 309 ph

Figura 1. Gel de agarose com amostras amplificadas com o primer OP-AP20. P: padr&o molecular; L: lim&o ‘Cravo’;
5, 16, 17, 18 e 21: hibridos sométicos; 1 ao 4, 6 ao 15, 19 e 20: amostras néo hibridas; T: tangerina‘ Cledpatra’ . O limao
‘Cravo’ apresentou uma banda adicional de 560 pb (lado esquerdo da figura) e a tangerina ‘ Cledpatra’, uma banda

adicional de 309 pb (lado direito da figura).
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Figura 2. Gel de agarose com amostras amplificadas com o primer OP-ANG6. P: padrédo molecular; T: tangerina
‘Cledpatra’; 1, 4, 6, 9 ao 15: hibridos sométicos; 2, 3, 5, 7 e 8: amostras néo hibridas; L: lim&o ‘Cravo’. A tangerina
‘Cledpatra apresentou uma banda intensa de 850 pb (lado esquerdo dafigura).

possiveis razfes seria a existéncia de diferentes
graus de homol ogia entre 0s genomas e o primer
utilizado, ocasionando uma competi¢éo de DNA
por sitios de amplificacdo RAPD (Ferreira &
Grattapaglia, 1995). Nesses casos, as reacfes de
RAPD favorecem a amplificagdo de segmentos
gue apresentam maior complementaridade entre
o primer e o sitio de iniciagdo no DNA molde.

Nas analises com as isoenzimas PO, PGl e
IDH, em fol has, observou-se que os hibridos apre-
sentaram complementacao alélica ao padréo das
espécies parentais. Na enzimamonomeérica (PO),
o lim&o ‘Cravo’ e atangerina ‘Cledpatra’ apre-
sentaram 0s genétipos SS e FF, respectivamente,
e os hibridos sométicos, o padrdo aditivo (FFSS)
(Figura 3). Em relagdo asenzimas diméricas (IDH
e PGI), o limdo ‘Cravo’ apresentou-se como
heterozigoto MS; a tangerina ‘Cleopatra’,
homozigoto MM; os hibridos, genétipo MMM S
(Figura 4).

A existéncia de complementacéo alélica nos
hibridos somaticos, quando analisados com
marcadores isoenzimaéticos, jafoi constatada em
outros trabalhos (Grosser et al., 1992, 1994), e
evidencia a presenca dos dois genomas parentais
na mesma planta.

i+

Figura 3. Gel de penetrose (amido) com a isoenzima
peroxidase (PO) em amostras de folhas. L: liméo ‘Cra
vo'; 1, 3 e 4: hibridos sométicos; 2 e 5: amostras ndo hi-
bridas; T: tangerina‘ Cledpatra’ .

2: 34 56 T B

L 1
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L&
Figura 4. Gel de penetrose (amido) com a isoenzima
isocitrato desidrogenase (IDH), em amostras de folhas.
L: liméo ‘Cravo’; 8 e 10: hibridos sométicos; 1 a0 7 e 9:
amostras ndo hibridas; T: tangerina ‘ Cleodpatra’ .
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Conclusdes

1. Hibridos sométicos de lim&o ‘ Cravo’ e tangeri-
na‘ Cledpatra’ séo obtidos pelafusdo de protoplastos
com solucéo de PEG (50%) e posterior cultivo em
gotas de agarose.

2. Hibridos somaticos de limé&o ‘' Cravo’ e tange-
rina‘ Cledpatra’ , nafase de plantasjovens, sdoiden-
tificados e comprovados com o uso de marcadores
moleculares RAPD e padr&o isoenzimético da
peroxidase e isocitrato desidrogenase.

3. Cerca de 6,11% das plantas obtidas e avaia-
das sdo hibridos sométicos de limé&o ‘Cravo’ e tan-
gerina‘ Cledpatra .
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