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EFICIÊNCIA DE ISOLAMENTO E DE PLAQUEAMENTO 
DE PROTOPLASTOS DE LARANJA-DOCE1

LÍVIA MENDES DE CASTRO2, FRANCISCO DE ASSIS ALVES MOURÃO FILHO2, 
BEATRIZ MADALENA JANUZZI MENDES3

RESUMO – O isolamento e plaqueamento de protoplastos são fatores fundamentais para o sucesso no cultivo 
in vitro deste tipo de explante visando a manipulações genéticas. A composição da solução enzimática no 
isolamento, a densidade de cultivo, bem como o próprio genótipo utilizado são variáveis importantes nestas 
etapas. Desta forma, o objetivo do trabalho foi avaliar a eficiência de isolamento de protoplastos em função 
de três soluções enzimáticas e a eficiência de plaqueamento em função de cinco densidades de protoplastos 
e diferentes composições de meio de cultura em cultivares de laranja-doce. As soluções enzimáticas avalia-
das para o isolamento de protoplastos foram: 1. celulase Onozuka RS 1%, macerase R-10 1% e pectoliase 
0,2%; 2. celulase Onozuka RS 1%, macerase R-10 1% ; 3. celulase Onozuka R-10 4%, macerase R-10 1%. 
O plaqueamento dos protoplastos foi realizado nas densidades de 2 x 104; 5 x 104; 105; 2x 105 e 3 x 105 pro-
toplastos.mL-1, nos meios de cultura EME 0,7M, BH3 0,7M e BH3 + EME 0,7M em ausência de luz, a 25 ± 
1 ºC. A solução enzimática 2 proporcionou maior rendimento no isolamento de protoplastos das cultivares 
Hamlin, Natal e Pera, e a solução enzimática 1 foi a mais adequada para a laranja ‘Westin’. Para a cultivar 
Lima-Verde, a solução enzimática 3 foi a mais eficiente. A eficiência final de plaqueamento, avaliada aos 90 
dias de cultivo, foi superior nas densidades de 3 x 105 e 2 x 105 protoplastos.mL-1 para as cultivares Hamlin, 
Natal e Lima-Verde, e nas densidades de 2 x 105 e 105 protoplastos.mL-1 para a laranja ‘Westin’.
Termos para indexação: carboidratos, Citrus sinensis, cultura de tecidos vegetais, enzima.

ISOLATION AND PROTOPLASTS PLATING EFFICIENCY
 OF SWEET ORANGE 

ABSTRACT – Isolation and protoplast plating are important factors for adequate in vitro culture of this 
type of explants to further genetic manipulations. The composition of the enzymatic solution, protoplast 
plating density, and plant genotype are important variables in these steps. Therefore, this work aimed to 
evaluate the isolation efficiency of protoplasts related to three enzymatic solutions and the plating efficiency 
of protoplasts based on five cell densities in different culture media compositions of sweet oranges culti-
vars. The enzymatic solutions tested were: 1. celulase Onozuka RS 1%, macerase R-10 1% and pectoliase 
0,2%; 2. celulase Onozuka RS 1%, macerase R-10 1% ; 3. celulase Onozuka R-10 4% , macerase R-10 1%. 
Protoplasts were cultured at densities of 2 x 104; 5 x 104; 105; 2x 105 and 3 x 105 protoplasts.mL-1 in EME 
0.7M, BH3 0.7M e BH3 + EME 0.7M, in the darkness, at 25 ± 1 ºC. The enzymatic solution 2 provided 
higher yields for ‘Hamlin’, ‘Natal’ and ‘Pêra’ sweet orange cultivars, and enzymatic solution 1 resulted in 
better protoplast isolation for ‘Westin’ sweet orange. For ‘Lima Verde’ sweet orange, enzymatic solution 3 
was the most efficient. Final platting efficiency, evaluated 90 days after culture, was higher at the densities 
of 3 x 105 and 2 x 105 protoplasts.mL-1 for ‘Hamlin’, ‘Natal’, and ‘Lima Verde’ sweet orange cultivars, and 
at the density of 2 x 105 e 105 protoplasts. mL-1 for ‘Westin’ sweet orange.
Index terms: carbohydrate, Citrus sinensis, enzyme, plant tissue culture.
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INTRODUÇÃO
A obtenção de cultivares de citros com eleva-

do potencial genético e livre de patógenos é funda-
mental para garantir altas produtividades. Diversas 
pesquisas relacionadas ao melhoramento genético de 
variedades têm sido desenvolvidas, buscando, em sua 
maioria, tolerância a pragas e doenças. Entretanto, 
existem dificuldades nos programas de melhora-
mento tradicional para obtenção destas variedades 
devido a aspectos da biologia reprodutiva do gênero 
Citrus, tais como o longo período de juvenilidade, 
a presença de embriões nucelares (poliembrionia), 
incompatibilidade, esterilidade sexual e alta hetero-
zigosidade (GROSSER; GMITTER JUNIOR, 1990; 
OLIVARES-FUSTER et al., 2005).

A necessidade de ampliação da base gené-
tica atual dos citros, assim como da otimização da 
exploração do germoplasma já existente impõem 
a necessidade do desenvolvimento e ampliação de 
programas de melhoramento. Desta forma, a bio-
tecnologia pode contribuir no ganho ou melhoria 
de características desejáveis (MACHADO et al., 
2005). Atualmente, ferramentas auxiliares podem 
ser integradas ao melhoramento convencional, tais 
como técnicas baseadas no cultivo de tecidos ve-
getais e biologia molecular. Dentre as ferramentas 
biotecnológicas aplicáveis ao melhoramento de 
citros, destacam-se a hibridação somática via fusão 
de protoplastos, transformação genética, mutantes 
ou variantes somaclonais (CARNEIRO et al., 1998).

As pesquisas sobre protoplastos abriram 
amplas possibilidades para o melhoramento genético 
das espécies cítricas (MOURÃO FILHO et al., 1996). 
Protoplasto é um estado transitório da célula obtido 
em laboratório, que pode ser manipulado, conser-
vadas ainda as potencialidades de células vegetais 
completas (CARNEIRO et al., 1998). A ausência 
de parede celular faz dos protoplastos um sistema 
útil para diversos estudos, tais como extração de 
organelas celulares, transferência gênica por trans-
formação genética e produção de novos genótipos por 
hibridação somática (FUNGARO; VIEIRA, 1989).

Protoplastos de citros têm sido obtidos a 
partir de mesófilo foliar (LATADO et al., 2002; 
KOBAYASHI et al., 1991) e calos embriogênicos e 
células em suspensão (MENDES-DA-GLÓRIA, et 
al, 2000a). Os principais fatores que determinam a 
eficiência de isolamento de protoplastos estão rela-
cionados ao genótipo, estado fisiológico das células, 
tipo e concentração de enzimas e estabilizadores os-
móticos, tempo de incubação na solução enzimática, 
agitação, luminosidade e temperatura (CARNEIRO 
et al., 1998; COSTA et al., 2002).

Embora os constituintes básicos sejam os 
mesmos, a composição da parede celular vegetal 
varia muito entre as espécies vegetais e até mesmo 
entre os tecidos da mesma planta, o que requer a 
definição de um sistema específico para a digestão 
da parede (CARNEIRO et al., 1998). No processo 
de obtenção de protoplastos, a seleção das enzimas 
que serão usadas para a digestão da parede celular e 
a adequação de suas concentrações são muito impor-
tantes para obtenção de uma quantidade adequada de 
protoplastos viáveis.

No que se refere ao cultivo de protoplastos, a 
densidade de plaqueamento bem como a molaridade 
do meio de cultivo constituem-se os principais fatores 
da eficiência final de plaqueamento, definida como 
a porcentagem de protoplastos que se dividiram 
e formaram microcalos com 1-2 mm de diâmetro 
(OCHATT; POWER, 1992), com potencial de rege-
neração de plantas. A densidade final de protoplastos 
no meio de cultura (densidade de plaqueamento) 
é crucial para maximizar a regeneração da parede 
celular vegetal e, concomitantemente, a formação 
de células-filhas.

Costa et al. (2002) avaliaram o efeito de 
diferentes densidades de cultivo na eficiência final 
de plaqueamento para diversas variedades cítricas 
e verificaram a formação de um maior número 
de microcolônias nas densidades de 105 e 2 x 105 
protoplastos.mL-1. Segundo Evans e Bravo (1983), 
para cada espécie, há uma densidade, mínima de 
plaqueamento na qual não ocorre divisão celular. Em 
altas densidades, fenômenos de absorção e excreção 
de protoplastos podem modificar profundamente o 
meio de cultura (CARNEIRO et al., 1998).

Desta forma, os objetivos deste trabalho fo-
ram avaliar a eficiência de isolamento de protoplastos 
de diferentes cultivares de laranja-doce e verificar a 
eficiência de plaqueamento em função de diferentes 
concentrações de protoplastos e diferentes compo-
sições de meios de cultura.

MATERIAL E MÉTODOS 

Linhagens de calos embriogênicos de laranja-
doce (Citrus sinensis L. Osbeck) das cultivares 
Hamlin, Pera, Natal, Lima-Verde e Westin foram 
cultivadas em meio de cultura sólido EME 0,146M 
(GROSSER; GMITTER JUNIOR, 1990). Para 
manutenção, os calos embriogênicos foram subcul-
tivados em meio fresco a cada quatro semanas. Os 
calos foram utilizados no isolamento de protoplastos.

Foram utilizadas para o isolamento de proto-
plastos a partir de calos embriogênicos três soluções 
enzimáticas: 1. Grosser e Chandler (1987), composta 
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de 1% de celulase Onozuka RS (Yakult), 1% ma-
cerase R-10 (Yakult Honsha) e 0,2% de pectoliase 
Y-23 (Seishin); dissolvidas em solução de 0,7M de 
manitol, 24,5 mM CaCl2.H2O; 0,92 mM NaH2PO4 e 
6,15 mM de ácido 2-[N-morfolino]-etanossulfônico 
(MES), pH 5,7, utilizando 2 mL desta solução por 
aproximadamente 500 mg de calo, diluído em 2mL 
de meio de cultura BH3 0,7 M; 2. Grosser e Chand-
ler (1987) modificado, composta de 1% de celulase 
Onozuka RS (Yakult), 1% macerase R-10 (Yakult 
Honsha); dissolvidas em solução de 0,7M de mani-
tol, 24,5 mM CaCl2.H2O; 0,92 mM NaH2PO4 e 6,15 
mM MES, pH 5,7, utilizando 2 mL desta solução por 
aproximadamente 500 mg de calo, diluído em 2mL 
de meio de cultura BH3 0,7 M; 3. Solução enzimática 
composta de 4% de celulase Onozuka R-10 (Yakult), 
1% macerase R-10 (Yakult Honsha; dissolvidas em 
solução de 0,7 M de manitol, 24,5 mM CaCl2.H2O; 
0,92 mM NaH2PO4 e 6,15 mM MES, pH 5,7, utilizan-
do 2 mL desta solução por aproximadamente 500 mg 
de calo, diluído em 2mL de meio de cultura BH3 0,7 
M (GROSSER; GMITTER JUNIOR, 1990). Os calos 
para isolamento de protoplastos foram provenientes 
daqueles cultivados em meio sólido (EME 0,146M).

As soluções enzimáticas foram esterilizadas 
por meio de filtro-esterilização (0,22 mm). Os calos 
de cada variedade foram colocados em placas de Petri 
(58 x 15 mm, Corning™, não tratadas), juntamente 
com as soluções enzimáticas. A incubação foi reali-
zada por um período de 15 horas, sob agitação orbital 
(40 rpm), em ausência de luz, à temperatura de 27 ºC.

Após incubação nas soluções enzimáticas, 
os protoplastos foram purificados em gradiente de 
sacarose/manitol. Os protoplastos foram filtrados 
em peneira de náilon com malha de 45 µm e centri-
fugados por 10 minutos a 100g. O sobrenadante foi 
removido com pipeta de Pasteur e o pellet ressuspen-
dido em 5 mL de meio CPW (FREASON et al., 1973) 
contendo sacarose a 25%. Dois mL de meio CPW 
com manitol a 13% foram cuidadosamente colocados 
na parte superior da solução ressuspendida a fim de 
formar um gradiente de densidade. Os tubos foram 
centrifugados por 10 minutos a 100g. Após formação 
do gradiente sacarose/manitol, os protoplastos foram 
removidos e diluídos em 5 mL de solução BH3 0,7 M 
e reservadas para manipulações posteriores. O ren-
dimento dos protoplastos viáveis por peso fresco de 
calo embriogênico foi determinado por contagem em 
câmara de Neubauer. O delineamento experimental 
utilizado foi o inteiramente casualizado, no esquema 
fatorial 5 (cultivares) x 3 (soluções enzimáticas), com 
5 repetições, sendo cada repetição constituída de uma 
placa de Petri (60 x 15 mm) contendo 500 mg de calo 
embriogênico.

Avaliou-se também a eficiência final de 
cultivo de protoplastos em função de diferentes den-
sidades nos cultivares de laranja-doce Lima-Verde, 
Natal, Hamlin e Westin. Os protoplastos purificados 
foram cultivados em cinco densidades, 2 x 104; 5 x 
104; 105; 2 x 105 e 3 x 105 protoplastos.mL-1, nos meios 
de cultura EME 0,7 M, BH3 0,7 M ou em BH3 + 
EME 0,7M (GROSSER; GMITTER JUNIOR,1990) 
em ausência de luz, a 25 ± 1 ºC.

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

Em torno de 90 dias de cultivo, foi avaliado 
o número de microcalos com 1 a 2 mm de diâmetro, 
os quais foram transferidos para placa de Petri (100 
x 15 mm), com meio de cultura EME. O deline-
amento experimental utilizado foi o inteiramente 
casualizado, no esquema fatorial de 4 (cultivares) x 3 
(densidades de plaqueamento) x 3 (meios de cultura), 
com 5 repetições, sendo cada repetição constituída 
por uma placa (60 x 15 mm) de isolamento.

Os dados dos dois experimentos foram 
submetidos à análise de variância (ANOVA), com 
transformação de dados, quando necessário. As mé-
dias foram comparadas pelo teste de Tukey (α<0,05). 
No experimento relacionado à avaliação da eficiência 
de cultivo em função da densidade de protoplastos, 
aplicou-se uma análise de regressão polinomial para 
avaliar o efeito das densidades de plaqueamento 
sobre o número de microcalos formados em cada 
meio de cultura para as variedades mais responsivas.

RESULTADOS E DISCUSSÃO

Diversos fatores estão envolvidos no pro-
cesso de isolamento de protoplastos, como tipo e 
concentração de enzimas digestivas, o potencial 
osmótico da solução de isolamento e a estrutura 
física da parede das células dos calos embriogênicos 
em estudo (BENEDITO et al., 2000).

Ao comparar as cinco cultivares estudadas, 
constata-se o efeito significativo das três soluções en-
zimáticas na eficiência de isolamento de protoplastos 
de laranja-doce (Figura 1). A solução enzimática 2, 
de Grosser e Chandler (1987) modificada, apresentou 
melhor rendimento de isolamento de protoplastos 
para laranja ‘Hamlin’, com média de 37,1 x 104 
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protoplastos.mL-1 em 500 mg de calos embriogê-
nicos, seguida pelas cultivares Natal e Pera, com 
rendimento médio de 30,8 x 104 protoplastos.mL-1 
e 21,6 x 104 protoplastos.mL-1, respectivamente. A 
solução enzimática 3 apresentou baixo rendimento 
no isolamento de protoplastos para as cultivares 
Westin e Hamlin, provavelmente por apresentar uma 
enzima celulase mais fraca (Onozuka R-10), o que 
não foi suficiente para degradação da parede celular. 
No entanto, para a laranja ‘Lima-Verde’, a solução 
enzimática 3 foi a mais eficiente para isolamento de 
protoplastos, com um rendimento médio de 16,8 x 
104 protoplastos.mL-1 em 500 mg de calos embrio-
gênicos. A mesma cultivar apresentou os menores 
rendimentos no isolamento para as soluções enzi-
máticas 1 e 2, com média de 7,3 x 104 protoplastos.
mL-1 e 4,9 x 104 protoplastos.mL-1, respectivamente. 
Para a laranja ‘Westin’, a solução enzimática 1 foi a 
mais eficiente entre as três soluções avaliadas, com 
um rendimento médio de 33,1 x 104 protoplastos.
mL-1, em 500 mg de calos embriogênicos.

Tais resultados contrastam-se com aqueles 
apresentados por Benedito et al. (2000), em que a 
solução enzimática de Grosser e Chandler (1987), 
composta de 1% de celulase, 1% macerase e 0,2% 
de pectoliase (denominada de solução enzimática 1 
no presente trabalho) foi considerada a melhor para 
as cultivares de laranja-doce Baia Cabula, Orvalho 
de Mel, Rubi e Valência. Neste presente trabalho, 
a solução enzimática 1 foi a melhor apenas para a 
cultivar Westin (Figura 1).

Os resultados deste experimento reforçam a 
hipótese de que as espécies de citros e as cultivares 
dentro de uma mesma espécie apresentam grande 
variação na eficiência de isolamento perante as di-
versas soluções enzimáticas empregadas, concluindo 
que uma combinação enzimática apropriada deve 
ser determinada para cada cultivar especificamente 
(VARDI; GALUN, 1988; 1989). Essas influências 
das diferentes cultivares dentro de uma mesma es-
pécie cítrica e da solução enzimática no isolamento 
de protoplastos já foram constatadas anteriormen-
te por outros autores (OLIVEIRA et al., 1994; 
MENDES-DA-GLÓRIA et al., 2000b; COSTA et 
al., 2002). Estas diferenças estão relacionadas com 
características inerentes à parede celular, que, em-
bora seus constituintes básicos sejam os mesmos, 
sua composição pode variar muito entre as espécies 
e cultivares (CARNEIRO et al., 1998).

Quanto à densidade de plaqueamento, 
neste trabalho, verificou-se a formação de um maior 
número de microcalos (1 a 2 mm de diâmetro) para 
todas as cultivares avaliadas, de forma geral, nas 
densidades de 3 x 105 e 2 x 105 protoplastos.mL-1 

(Tabela 1).
Estes resultados discordam daqueles relata-

dos por Costa et al. (2002), que, avaliando cinco den-
sidades de plaqueamento de protoplastos, verificaram 
formação de um maior número de microcolônias nas 
densidades de 1 x 105 e 2 x 105 protoplastos.mL-1, o 
que foi constatado pela eficiência de plaqueamen-
to tanto para as cultivares de tangerinas avaliadas 
(tangerina ‘Cleópatra’, com eficiência de 9,8% na 
densidade de 2 x 105 protoplastos.mL-1 ), quanto para 
as laranjas (‘Ruby Blood’ e ‘Valência’ com eficiência 
de 9,0% e 8,5%, respectivamente, na densidade de 2 
x 105 protoplastos.mL-1). Para os mesmos autores, o 
incremento na densidade de 3 x 105 protoplastos.mL-1 

não demonstrou comportamento linear, e as poucas 
colônias desenvolvidas cessaram o crescimento e 
morreram 90 dias após o início do cultivo. Em al-
tas densidades, fenômenos de absorção e excreção 
de protoplastos podem modificar profundamente a 
composição do meio de cultura (CARNEIRO et al., 
1998). Uma excessiva densidade de plaqueamento 
rapidamente consome nutrientes, acarretando em 
menores taxas de divisão das células derivadas destes 
protoplastos.

Para laranja ‘Natal’, nos meios de plaquea-
mento BH3 (0,7M) e BH3 + EME (0,7 M), à medida 
que as densidades de plaqueamento foram incremen-
tadas, o número de microcalos também aumentou, 
sendo o ponto ótimo para o meio BH3 a partir da 
densidade de 105 (10 x 104) protoplastos.mL-1. Para 
o meio BH3 + EME (0,7 M), o ponto ótimo foi na 
densidade de 3 x 105 (30 x 104) protoplastos.mL-1. Já 
o meio de cultura EME (0,7 M), apresentou ponto 
ótimo na densidade de 2 x 105 (20 x 104) protoplas-
tos.mL-1, entretanto sem curva de ajuste por análise 
de regressão polinomial (Figura 2). Para a cultivar 
‘Hamlin’, à medida que a densidade de plaqueamento 
aumentou para os três meios de cultura, o número de 
microcalos aumentou (Figura 3).

A eficiência de plaqueamento foi relativa-
mente baixa quando comparada às demais densidades 
para as cultivares Hamlin, Lima-Verde e Westin nas 
densidades de 5 x 104 e 2 x 104 protoplastos.mL-1. 
Costa et al. (2002) também observaram uma baixa 
eficiência de plaqueamento nessas duas densidades 
para todas as espécies cítricas e cultivares estudadas. 
As células estimulam a divisão mitótica de células 
adjacentes liberando fatores de crescimento, incluindo 
aminoácidos no meio ao seu redor. Consequente-
mente, protoplastos falham ao serem submetidos à 
divisão quando cultivados abaixo da densidade de 
plaqueamento mínima limiar (DAVEY et al., 2005).
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FIGURA 1 - 	Eficiência de isolamento de protoplastos de laranja-doce (Citrus sinensis). Solução enzimá-
tica 1: Grosser e Chandler (1987), 1% de celulase Onozuka RS, 1% macerase R-10 e 0,2% 
de pectoliase Y-23; Solução enzimática 2: Grosser e Chandler (1987) modificada, composta 
de 1% de celulase Onozuka RS e 1% macerase R-10; Solução enzimática 3: 4% de celulase 
Onozuka R-10 e 1% macerase R-10. (Barra = ± erro-padrão).

FIGURA 2 - 	Valores observados (símbolos) e estimados (linhas) da resposta do número de microcalos 
formados de laranja ‘Natal’ às densidades e meio de cultura no plaqueamento.
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FIGURA 3 - Valores observados (símbolos) e estimados (linhas) da resposta do número de microcalos 
formados de laranja ‘Hamlin’ às densidades e meio de cultura no plaqueamento.

TABELA 1 - Desenvolvimento de protoplastos de laranja-doce (Citrus sinensis) cultivares Lima-Verde, 
Natal, Hamlin e Westin em função da densidade de plaqueamento (protoplastos.mL-1) e da 
composição do meio de cultura.

Meio de cultura

Cultivares Densidades de Plaquea-
mento (protoplastos.mL-1 )

BH3 BH3/EME EME
                  Número de microcalos  

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

                   (± erro padrão)

Lima-Verde

3 x 105 0 502 ± 31 0
2 x 105 0 699 ± 138 0
1 x 105 0 408 ± 113 0
5 x 104 0 0 0
2 x 104 0 0 0

Natal

3 x 105 926 ± 139 1372 ± 86 0
2 x 105 932 ± 9 576 ±16 528 ± 38
1 x 105 576 ± 23 509 ± 54 0
5 x 104 538 ± 83 366 ± 57 0
2 x 104 124 ± 14 0 0

Hamlin

3 x 105 662 ± 136 629 ± 75 416 ± 10
2 x 105 574 ± 67 453 ± 8 532 ± 75
1 x 105 370 ± 15 453 ± 11 108 ± 16
5 x 104 0 148 ± 37 0
2 x 104 0 0 0

Westin

3 x 105 0 0 0
2 x 105 0 1133 ± 61 1323 ± 204
1 x 105 0 581 ± 53 0
5 x 104 0 396 ± 85 0
2 x 104 0 0 0
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CONCLUSÕES

1-A eficiência de isolamento de protoplastos 
é influenciada pela cultivar de laranja-doce e pela 
composição da solução enzimática.

2-A eficiência de plaqueamento varia em 
função da cultivar de laranja-doce, da densidade 
de cultivo dos protoplastos e do meio de cultura 
empregado.
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