Ministério da Agricultura,
Pecuaria e Abastecimento Documen tos

ISSN 0103 - 0205
Dezembro, 2007

Hibridacdo Somatica







Em@a

Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecudria
Centro Nacional de Pesquisa de Algodao

Documentos

Hibridacao Somatica

Julita Maria Frota Chagas Carvalho
Daniela Vieira dos Anjos Sena

Campina Grande, PB.
2007

ISSN 0103-0205
Dezembro, 2007



Exemplares desta publicacdo podem ser solicitados a:

Embrapa Algodao

Rua Osvaldo Cruz, 1143 - Centendrio
Caixa Postal 174

CEP 58107-720 - Campina Grande, PB
Telefone: (83) 3315-4300

Fax: (83) 3315-4367
algodao@cnpa.embrapa.br
http://www.cnpa.embrapa.br

Comité de Publicacées

Presidente: Nair Helena Castro Arriel
Secretéria: Nivia Marta Soares Gomes
Membros: Demdstenes Marcos Pedroza de Azevédo

Everaldo Paulo de Medeiros

Fabio Aquino de Albuquerque

Francisco das Chagas Vidal Neto

Jodo Luiz da Silva Filho

José Wellingthon dos Santos

Luiz Paulo de Carvalho

Nelson Dias Suassuna
Supervisor Editorial: Nivia Marta Soares Gomes
Revisao de Texto: Julita Maria Frota Chagas Carvalho
Tratamento das llustracdes: Oriel Santana Barbosa
Capa: Flavio Torres de Moura/Mauricio José Rivero Wanderley
Editoracao Eletronica: Oriel Santana Barbosa

12 Edicao
12 impressao (2007) 1.000 exemplares

Todos os direitos reservados
A reproducdo nao autorizada desta publicacdo, no todo ou em parte, constitui

violacado dos direitos autorais (Lei n° 9.610)

EMBRAPA ALGODAO (Campina Grande, PB)

Hibridacao Somatica, por Julita Maria Frota Chagas Carvalho. Campina
Grande, 2007.

27p. (Embrapa Algodao. Documentos, 181)

1. Biotecnologia 2. Protoplastos I. Carvalho, J.M.F.C. Il. Sena, D.V. dos A.
Il. Titulo. IV. Série.

CDD 634.3105

© Embrapa 2007



Autores

Julita Maria Frota Chagas Carvalho

D.Sc., Eng® agron., da Embrapa Algodao, Rua Osvaldo
Cruz, 1143, Centenario, CEP 58107-720, Campina
Grande, PB. E-mail: Julita@cnpa.embrapa.br

Daniela Vieira dos Anjos Sena

Estagiadria da Embrapa Algodao, graduanda do curso de
Ciéncias Biolégicas da Universidade Estadual da Paraiba.
E-mail: danielasenas@hotmail.com






Apresentacao

Um dos problemas enfrentados no melhoramento genético vegetal é a
impossibilidade de obter descendentes a partir de alguns cruzamentos,
devido a barreiras tanto em pré quanto em pés-fertilizacao. O cultivo in
vitro permite a hibridacao interespecifica e intergenérica em cruzamentos
considerados incompativeis seja realizada com sucesso e descendentes
sejam obtidos. Consistindo num ferramenta importante para o melhorista
para aumentar a variabilidade genética e para transferir genes desejaveis
entre espécies, principalmente das selvagem para as cultivadas.

Robério Ferreira dos Santos
Chefe Geral da Embrapa Algodao
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Hibridacao Somatica

Julita Maria Frota Chagas Carvalho
Daniela Vieira dos Anjos Sena

Introducao

A hibridacao somatica, via fusao de protoplastos é uma técnica promissora
para utilizacdo em programas de melhoramento genético, que permite a
modificacao de células vegetais mediante fusGes nucleares ou
citoplasmaticas.

Protoplastos s&o descritos como células desprovidas da parede celular. E
um estado onde as células estdo desprotegidas mediante processos
mecanicos ou processos enzimaticos obtidos em laboratério. Estes
representam, de fato, a Unica fonte de células individuais que se pode
obter de plantas superiores. Os protoplastos, formando células individuais
em cultura, podem ser manipulados com técnicas microbioldgicas e sua
totipoténcia permite a regeneracio de plantas inteiras (FEHER; DUDITS,
1994).

Em 1892, ja haviam sido obtidos os primeiros protoplastos por meio de
isolamento mecanico (KLERCKER, 1892). Tecidos de folhas tinham suas
células plasmolisadas e cortes eram feitos de modo a alcancar a parede
celular sem danificar a membrana plasmatica, liberando, no meio, os
protoplastos intactos. Em 1960, foram empregadas enzimas
pectoceluloliticas para a obtencao de protoplastos, aumentando o
rendimento do processo e abrindo perspectivas do uso deste sistema em
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pesquisas na biologia vegetal (COCKING, 1960). Em 1971, foram
regeneradas as primeiras plantas a partir de protoplastos. (CARNEIRO, et
al; 1998).

Os protoplastos vém sendo utilizados no melhoramento de espécies de
interesse agrondmico para obtencao de plantas transgénicas, de hibridos
somaticos e de mutantes ou variantes somaclonais; efetua-se o isolamento
de protoplastos e, posteriormente, a fusdo destes, ocorrendo, assim, a
regeneracao de plantas a partir dos tecidos selecionados, que serao
analisados. Os protoplastos constituem, também, um sistema vegetal para
o estudo da expressao de genes isolados e sua regulacao.

Em recente revisdao, Davey et al. (2005) apresenta resultados positivos
em que a fusao de protoplastos colaborou no melhoramento genético de
diversas culturas economicamente importantes.

Etapas para Hibridacdo Somatica

Obtencao de Protoplastos

A fonte utilizada para o isolamento de protoplastos é varidvel e tem
influéncia na sua obtencao, e no processo de regeneracao da parede e na
freqliéncia das divisOes celulares que se sucedem. Os protoplastos podem
ser isolados de varios tecidos vegetais como o meséfilo foliar, calos e
suspensoes celulares (VIEIRA, 1997). O isolamento de protoplastos em
suspensodes celulares é mais utilizado pela facilidade de manipulacao e
eficiéncia no isolamento. Em trabalhos com espécies de Passiflora, os
explantes mais utilizados para isolamento de protoplastos tém sido
cotilédones (DORNELAS; VIEIRA, 1993; PASSOS et al ., 2004) e folhas
recém- expandidas (VAZ et al., 1993; DORNELAS,1995; OTONI, 1995).
Em Citrus, utilizam-se protoplastos isolados de suspensoes celulares, de
calos embriogénicos ou do meséfilo. O isolamento de protoplastos a partir
de calos deve ser estudado e maximizado para cada espécie e variedade
(KUNITAKE; MIl, 1995).
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Alguns fatores influenciam o sucesso da cultura de protoplastos; entre eles
destacam-se: gendtipo, estado fisiolégico da planta, idade do explante,
solucao enzimatica adequada para digestao da parede, tempo de incubacao
na solucao enzimatica, agitacao, concentracao e tipos de estabilizadores
osmoéticos, densidade de cultivo, métodos de cultivo, meios de cultura,
luminosidade e temperatura. Fatores como idade e exposicao ou nao a luz
influenciaram o rendimento do isolamento de protoplastos de Passiflora
edulis. Explantes mais jovens (6 dias) com cotilédones nao expostos a luz
isolaram maior quantidade de protoplastos (MATOS et al. , 2005).

Desinfestacdo do Material Trabalhado

A manipulacao dos protoplastos deve ser realizada em condicoes
assépticas. Quando nao sao utilizadas plantas in vitro, os tecidos devem ser
desinfestados previamente. Recomenda-se um método mais suave, por
causa da sensibilidade dos protoplastos ao estresse fisiol6gico dos
explantes. Os explantes sdo, usualmente, desinfestados em solucao de
hipoclorito de sédio a 0,5-1% (&gua sanitéria diluida em funcéo da
concentracao de cloro ativo presente), durante 5 a 20 minutos, com ou
sem agitacao e, em seguida, lavados trés vezes com dgua destilada
autoclavada. Tanto a concentracao de hipoclorito quanto o tempo e o modo
de desinfestacao variam com o tipo e a idade do tecido (CARNEIRO, et al;
1998).

Digestdo da Parede Celular

A parede celular dos vegetais é constituida basicamente de celulose,
hemicelulose e pectina. As fibras de celulose e hemicelulose dao rigidez a
parede, enquanto a pectina mantém juntas as células adjacentes. Embora
os constituintes basicos sejam os mesmos, a composicao da parede celular
varia muito entre espécies e diferentes tecidos da mesma planta, o que
requer a definicao de um sistema especifico para digestao da parede celular
(CARNEIRO, et al. 1998).

13



14

Hibridacdo Somatica

A prética mais utilizada para a degradacao da parede celular é o uso de
enzimas pectoceluloliticas; a selecao das enzimas e a concentracao sao
importantes para o isolamento de protoplastos vidveis a partir de qualquer
tipo de tecido vegetal. As enzimas pectoceluloliticas foram usadas, a
principio, na industria para producao de sucos de frutas. Elas sdo isoladas
de microorganismos simbidticos, parasitas ou sapréficos que degradam
naturalmente as paredes celulares (CARNEIRO, et al., 1998).

Das enzimas em questao, a celulase Onozuka R 10, que é extraida de
Trichoderma viride, possui duas importantes atividades celuloliticas -
descristalizacdo de cadeias e despolimerizacao da celulose; a pectinase
Macerozyme R10, de Rhizopus s.p., tem uma importante atividade endo-
poligalacturonase, desdobrando, assim, a pectina; a celulase Driselase, do
fungo Irpex lacteus, possui atividades pectinolitica e celulolitica. Pode-se
ainda citar, entre as preparacoes utilizadas, a celulase Cellulysin, a
hemicelulase Rhozyme e a pectinase Pectolyase Y23.

Gracas a descoberta e a melhoria das enzimas, atualmente pode-se obter
grande quantidade de protoplastos (MATSUMOTO, 2001).

A degradacao da parede celular ocorre em meio liquido, o qual devera
conter os principais componentes que favorecam a acao enzimatica; um pH
6timo e, principalmente, uma pressao osmética que dé estabilidade aos
protoplastos recém-liberados. O periodo 6timo de digestao da parede
celular na solucao de enzimas deve ser determinado para cada gendtipo,
tipo de explante e mistura enzimatica (CARNEIRO, et al.,1998).

Para manter os protoplastos vidveis estes devem ser purificados para
remover as enzimas residuais da digestao da parede celular, os grupos de
células nao digeridas e os fragmentos celulares. Podem-se purificar os
protoplastos em solucao de sacarose a 21%. Nessa solucao, os
protoplastos irdo flutuar, apés centrifugacao de 120 g por 10 min, podendo
ser coletados com auxilio de uma pipeta (MEGIA et al.; 1992).

O cultivo de protoplastos é feito em meio de cultura rico em componentes
organicos e inorganicos, suplementado com fitorreguladores e
concentracoes adequadas de polissacarideos, que funcionam como
estabilizadores osmoéticos (VIEIRA, 1997).
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O tamanho médio dos protoplastos depende da espécie analisada e do
explante utilizado, podendo variar de 19 a 47 mm, quando isolados de
tecidos de folhas, ou de 30 a 60 mm, quando os protoplastos derivam de
tecidos cotiledonares (DORNELAS; VIEIRA, 1996).

Fusao de Protoplastos

Técnica de transformacao de espécies nao aparentadas com a qual se
rompem os limites impostos pela propagacao sexual. A fusado de
protoplastos tem possibilitado combinar caracteristicas citoplasmaticas em
varias espécies de plantas, nas quais cloroplastos e mitocondrias sao
maternalmente bloqueados na hibridacao sexual (CHENG et al., 2003).

A inducao da fusdo pode ser alcancada, utilizando-se tratamentos quimicos
ou fisicos comuns. Em ambos os casos, a fusdo é um processo de dois
estagios. Primeiro os protoplastos tém que ser aproximados para contato
préximo entre membranas, onde o grau de adesao da membrana plasmatica
depende dos protoplastos parentais (BINSFELD, 1999).

As técnicas utilizadas procuram favorecer a agregacao dos protoplastos e
induzir a desestabilidade das membranas. A utilizacao de altas
concentracoes de Ca + 2 no meio de fusao possibilitou os primeiros
sucessos em fusao de protoplastos (KELLER; MELCHERS, 1973). Com a
descoberta das propriedades fusogénicas do polietileno-glicol (PEG), tornou-
se habitual o uso desta técnica (KAO; MICHAYLUK, 1974). As solucdes
salinas neutralizam as cargas negativas das membranas e o PEG pode
formar pontes moleculares entre certas proteinas da membrana, o que
facilita as agregacdes dos protoplastos (VOS et al, 1976; ALDWINCKLE et
al, 1982). Segundo Grosser e Gmitter Junior (1990), esta técnica é
eficiente, barata e nao influéncia na viabilidade dos protoplastos.

Em outro método, o da eletrofuséo, os protoplastos sdo submetidos a um
campo de corrente alternada (AC), da alta freqliéncia, tornam-se dipolos
transitérios, com um lado da superficie celular mais negativo que outro
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(ZIMMERMAN, 1982). Os protoplastos se alinham conforme as linhas do
campo elétrico, formando verdadeiras cadeias. Uma vez alinhados os
protoplastos, sdo aplicados pulsos de corrente continua (DC), de alta
voltagem. Este tratamento gera poros tempordrios nas membranas, onde
se iniciam as fusdes (ZIMMERMAN, 1982; TEMPELAAR; JONES, 1985).
Apesar do custo de aquisicdo do aparelho ainda ser alto, a fusao por
corrente elétrica tem sido amplamente usada porque tem facilidade na
manipulacao e alta reprodutividade de resultados (MATSUMOTO, 2001).

Segundo Olivares-Fuster et al. (2005), um novo método eletroquimico,
incorpora as vantagens dos dois processos, baseando-se na agregacao
quimica de células com uma baixa concentracao de PEG e a subsequente
aplicacao de pulsos de corrente continua. A aplicacao deste protocolo é
direta e os resultados sao consistentes com respeito a formacao de
heterocérios e desenvolvimento pés - fusdo, sendo um método eficiente
de regeneracao de hibridos sométicos e hibrido de Citrus. Logo apés a
fusao, os protoplastos sao inoculados em meio contendo nutrientes, onde
plantas poderao ser regeneradas.

Assani et al. (2005) compararam a eficiéncia de dois métodos de fusao
mais utilizados em diferentes espécies: quimico (tratamento dos
protoplastos com PEG, polietileno glicol ) e elétrico; verificaram que, em
banana, a eficiéncia de fusao foi maior com PEG, mas a eletrofusao foi
melhor com relacao a taxa de atividade mitética e, ao tempo, para a
formacao de microcalos e regeneracao de plantas. Tanto por eletrofusao
quanto por PEG, as fusdes celulares ocorrem ao acaso, podendo haver
fusdes entre as células da mesma origem e de células de origens distintas.
Além disso, podem-se ter células ainda nao fundidas, dificultando a
identificacdo dos possiveis hibridos. Para auxiliar na identificacao dos
hibridos pode ser realizada uma pré-selecao utilizando marcadores
morfolégicos como tamanho, espessura e coloracao da folha e espessura do
pseudocaule, seguida de citometria de fluxo para determinar o nivel de
ploidia (ASSANI et al., 2005) e/ou marcadores moleculares (MATSUMOTO
et al., 2002). O RAPD ( DNA polimérfico amplificado ao acaso) consiste em
um dos marcadores moleculares mais utilizados, por se tratar de uma
técnica simples, de baixo custo e que necessita de pequenas quantidades
de DNA gendémico (OLIVEIRA et al.,2001, 2002).
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A fusao de protoplastos colaborou no melhoramento genético de diversas
culturas economicamente importantes como batata, plantas ornamentais,
citrus, brassicas e cereais (DAVEY et al., 2005).

Hibridacdo Somatica

A fusao de protoplasto ndo é um evento dirigido. Ela pode ocorrer entre
protoplastos de uma mesma espécie, formando homocarios, ou entre
espécies diferentes, dando origem aos heterocéarios. Nos heterocérios, é
necessario utilizarem-se marcadores morfolégicos, que permitam a
identificacao dos protoplastos oriundos das espécies envolvidas na
fusdo.(VIEIRA,1997 ).

Segundo Liu et al. (2005) a fusdo de células sométicas tem potencial de
aplicacdo no melhoramento genético em casos de alta incompatibilidade
sexual ou barreiras de reproducao entre espécies nao relacionadas,
inclusive pela recombinacao de novas combinacdes dos genomas nuclear e/
ou citoplasmatico. Dessa maneira a hibridacao somatica abriu inimeras
possibilidades para manipulacdes do genoma tais como:superacao de
incompatibilidades sexuais, producao de anfidipléides, transferéncia de
parte de um genoma de uma espécie para outra, transferéncia do DNA
citoplasmatico para a producao de plantas macho- estéreis, producao de
plantas resistentes a estresses ambientes ou pragas e doencas
(BINSFELD,1999).

Por esse método é possivel combinar genomas mesmo incompativeis e,
portanto, isolados reprodutivamente, obtendo-se uma fusao de nucleos de
uma espécie a outra a ser melhorada. Uma célula hibrida somatica é
totipotente e capaz de desenvolver-se como planta, através de embrides ou
organogénese.

A hibridacdo somética foi obtida pela primeira vez por Carlson et al.(1972),
resultando na fusado de protoplastos de Nicotiana glauca e Nicotiana
langedorffii, conseguindo-se o primeiro hibrido somatico no vegetal (PIERIK,
1990).

17
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Esta pratica também é utilizada para se multiplicarem geneticamente
campos, sementes propagadas, espécies estéreis e individuos de ciclos
largos.

A fusao de protoplastos é considerada uma ferramenta Gtil para a producao
de hibridos somaticos tetrapléides, que serao usados como parentais em
cruzamentos com dipléides ou para a obtencao direta de hibridos soméaticos
tripléides mediante a fusado de protoplastos hapléides e dipléides (ASSANI
etal., 2003).

A hibridacdao soméatica é uma alternativa promissora para cultura da
banana, porque a maioria das cultivares é genomicamente tripléides,
produz poucas sementes ou quase nenhuma e apresenta falta de variedade
e resisténcia a doencas (MATSUMOTO, 2001). A técnica de fusao de
protoplastos, que permite a combinacao assexual do genoma de duas
plantas diferentes, constitui uma alternativa para superar a esterilidade e
aumentar a variabilidade genética em bananeira (ASSANI et al., 2005).

Na cultura de Citrus, héa varios fatores que impedem o aumento da
produtividade. O melhoramento genético é imprescindivel e a técnica da
fusao de protoplastos constitui-se em nova e viavel alternativa, produzindo
hibridos soméaticos potencialmente capazes de gerarem variedades
superiores (BENEDITO, et al., 2000).

A hibridacao somatica é uma técnica promissora para o melhoramento
genético do maracuja e demanda protocolos de estabelecimento in vitro,
organogénese adventicia e muitas vezes, cultura de células em suspensao,
bem estabelecidos.

Embora a hibridacao somatica tenha sido mencionada na década de 80,
como a biotécnica que poderia revolucionar a agricultura e as pesquisas de
melhoramento de plantas, esta predicdo nunca se materializou e esforcos
na pesquisa tém mudado em direcao as estratégias da biologia molecular.
Razdes para que a técnica nao tenha tido o impacto esperado incluem
dificuldades no isolamento de protoplastos, cultivo e regeneracao de
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plantas e elevados niveis de ploidia (GROSSER, et al., 2000). Muitas vezes
nao se conseguem controlar as acoes dos genes nao desejaveis. Por essa
razao, a hibridacdo somatica completa esté atualmente sendo aplicada em
culturas limitadas (MATSUMOTO, 2001).

Regeneracdo da Parede Celular

Apds o isolamento dos protoplastos, estes sao cultivados em meio nutritivo
com auxina e citocinina, sendo estimuladas a divisao celular e a

regeneracao da parede.

E importante ressaltar que a regeneracio da parede do protoplasto ocorre
em um sistema in vitro, onde a formacéao de novas paredes e a quimica dos

polimeros poderiam diferenciar-se das paredes originais.

O comportamento dos protoplastos varia; embora alguns protoplastos
sejam incapazes de formar parede, em sua maioria, formam paredes

completas da célula original.

Muitos trabalhos realizados sobre a regeneracao da parede celular
esclarecem sobre sua composicao, sua funcao e sua formacao
posteriormente. Mas como se inicia este processo da membrana no

protoplasto, ainda é desconhecido.

Divisdao Celular

As densidades de cultivo, métodos de cultivo e meios de cultura
empregados vao influenciar na inducao e na manutencao da divisao celular
e na obtencao de col6nias e microcalos.

Apds a regeneracao da parede celular, que deve ocorrer nas primeiras 24h
de cultura, as células entram em divisao. As primeiras divisdes sao

observadas em freqliéncias que variam dependendo do gendétipo e da

19
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espécie com que se estd trabalhando. Na medida em que se sucedem as
divisdes celulares, pequenas coldnias vao se formando, originarias de uma
Unica célula. No decorrer de 28 dias em cultura, as microcolénias podem
ser vistas a olho nu, podendo entao ser transferidas para meio sélido, onde
dardo origem a calos (VIEIRA, 1997).

Embora sejam células desprovidas de parede celular, os protoplastos
vegetais nao podem ser vistos como analogos de células animais , mas
como células injuriadas que devem passar por um processo de recuperacao
antes de serem capazes de sustentar divisdes (FEHER; DUDITS, 1994).

As divisOes celulares podem ser acompanhadas facilmente em
microscopio. Em protoplastos de fumo, as primeiras divisdes ocorrem no
terceiro dia de cultura; no quarto dia, de 60 a 80% dos protoplastos ja
estdo divididos (NAGATA; TAKEBE, 1970).

Usualmente os protoplastos sao cultivados no escuro até o inicio das
primeiras divisoes; algumas culturas necrosam com a presenca da luz,
devendo ser mantidas sobre baixa luminosidade até a fase de calos. A
temperatura 6tima para divisao dos protoplastos em cultura varia eentre as
diferentes espécies.

A divisao de células derivadas de protoplastos pode ser favorecida pelo
contato com uma cultura de células sadias em crescimento (CARNEIRO, et
al., 1998).

Calo

Calos sao definidos como massas celulares desorganizadas que se originam
da proliferacao desordenada a partir de tecidos ou érgaos cultivados in
vitro.

Com a fusao dos protoplastos, estes sao cultivados até a fase de calo e,
em seguida, colocados em meio de regeneracao de brotos. Na fase de calo,
pode-se proceder a selecao pela anélise de padroes eletroforéticos de
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proteinas totais e de isoenzimas. Nas anélises eletroforéticas, o padrao de
bandas das espécies mistura fisica das amostras revela um padrao que
corresponde a soma das bandas parentais que serve como controle para a
identificacao dos hibridos somaticos verdadeiros (VIEIRA, 1997).
Entretanto, em alguns casos, protoplastos podem regenerar embrides
somaticos diretamente sem passar pela fase de calo (CARNEIRO, et
al.,1998).

Plantas Hibridas Regeneradas

A habilidade para regenerar plantas a partir de células e tecidos em cultivo
é um componente essencial na biotecnologia para a manipulacao genética e
o melhoramento vegetal (POLCI; FRIEDRICH, 2004).

Protoplastos provenientes de um dos genitores deve apresentar potencial
embriogénico como requerimento para regeneracao de plantas, permitindo
que a formacao de embrides seja um processo espontaneo apoés a fusado de
protoplastos (GLORIA, et al., 2000).

As células de um organismo totipotente sdo capazes de dividirem-se em
tecidos e 6rgaos. A falta de crescimento dessas células podem ser devido a
uma inadequada nutricao do ambiente fisico ou a uma instabilidade
genética, que poderia ser causada por certas condicoes de cultivo. uma
instabilidade genética, que poderia ser causada por certas condicoes de
cultivo. Os protoplastos mantidos em meio para sua conservacao, algumas
vezes produzem massa de calos que se rediferenciam formando

embridides, chegando até mesmo a regenerar plantas.

Alguns fatores determinam as possibilidades de éxito para regenerar uma
planta a partir de protoplastos (BINDING et al., 1982 citado por PIERIK
1990), como a familia, a espécie, o genétipo e o estado de diferenciacao
das células dominantes de transporte, das células juvenis e das células dos
apices de brotos.



A regeneracao de brotos ocorre posteriormente a formacao de calos, sob
condicoes de luz e em meio cuja composicao varia muito entre grupos de
plantas - tais como monocotileddneas e dicotiledoneas, gramineas e
leguminosas - e ndo had como generaliza-la. Esse processo de regeneracao
pode ocorrer pela via organogénica ou por embriogénese somatica (VIEIRA,
1997). A regeneracao de plantas a partir de protoplastos via embriogénese
somatica tem sido obtida em numerosos gendétipos de citros, pois calos
nucelares e suspensodes celulares se constituem numa excelente fonte de
protoplastos totipotentes (GROSSER; GMITER JUNIOR, 1990).

O fato de se poder regenerar uma planta a partir de um Unico protoplasto
torna vantajoso o método de transformacao via protoplasto, em relacao aos
demais. E necessario, no entanto, estabelecer métodos de regeneraco de
plantas a partir de protoplastos, o que muitas vezes pode ser um processo
demorado porque cada espécie ou, as vezes, cada gendtipo exige ajustes
especificos na cultura para a regeneracao, limitando sua aplicacao
generalizada.(CARNEIRO, et al.,1998).

Concluséao

A utilizacao de protoplastos permite aos pesquisadores inovar estratégias
para o melhoramento genético de espécies vegetais, pela obtencao de
plantas transgénicas, de hibridos somaticos ou pela selecdo de mutantes,
além de estudos do desenvolvimento vegetal, da expressao e regulacao de
genes e de estudos bioquimicos da sintese da parede celular, entre outros.

Obtencao e cultivo de protoplastos sao faceis de manipular e ndo requerem
eguipamentos sofisticados, mas os procedimentos necessitam de alguns
ajustes especificos de acordo com a cultura utilizada.

A fusao de protoplastos é uma alternativa vidvel para o melhoramento de
uma espécie, pela introducao de um gene ou para a producao de hibridos

interespecificos de cruzamentos incompativeis.
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