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“Theoretically all plant cells are able to give rise to a complete plant”

Se a totipotência existe, ela pode ser explorada...

Gottlieb Haberlandt



Embriogênese somática direta











Histórico

• 1882 – Klercker obteve protoplastos isolados via 
mecânica

• 1960 – Isolamento de protoplastos usando enzimas 
oriundas de fungo (Myrotecium verrucaria) (Cocking, 
1960) 

• 1962-1975 – Os meios básicos de cultura de tecidos e 
células foram estabelecidos  (MS, SH, KM) (Kao & 
Michayluk, 1975)

• 1971 – Primeira planta regenerada de protoplastos 
(Takebe et al., 1971)

• 1972- Primeiro híbrido somático (Carlson et al. 1972)

• 1978- Primeiro híbrido somático intergenérico (Melchers 
et al., 1978)



ISOLAMENTO MECÂNICO









Gleba & Sytnik, 1984





ISOLAMENTO E CULTIVO

- Obtenção material estéril (ou partir de 
material estabelecido in vitro)
- Utilização de um osmótico adequado
- Facilitação da atividade enzimática
- Tratamento enzimático seqüencial ou mistura 
enzimática
- Purificação dos protoplastos isolados 
(remoção de enzimas e restos celulares, 
quantificação e ajuste de densidades) 
- Transferência para meio de cultivo adequado



ISOLAMENTO
• Folhas

• Suspensão celular 

• Raízes

• Pétalas

• Anteras

• Grãos de pólen

• Cotilédones

• Frutos





Enzimas Pectocelulolíticas



http://users.ugent.be/~pdebergh/pro



http://users.ugent.be/~pdebergh/pro



Purificação





Vieira & Dornelas (1996)



RENDIMENTO



Vieira & Dornelas (1996)



VIABILIDADE



AJUSTES DE DENSIDADE

Eficiência de Plaqueamento (Plating Efficiency)

EIP (IPE) = Eficiência Inicial de Plaqueamento

EFP (FPE) = Eficiência Final de Plaqueamento 



Cordeiro (1999)



MODALIDADES DE CULTIVO



Gotas de agarose(Agarose 

droplets)



Camada de Agarose (Agarose-

embedded Layer)
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Alginato (“Alginate-embedded”)



Gotas suspensas (“Hanging-

droplets”)

(Kao et al. 1970, Potrykus et al. 1977)



Meio Líquido



Cultura nutridora (Nurse-culture)



Vieira & Dornelas (1996)



Gleba &Sytnik (1984)







REGENERAÇÃO





http://users.ugent.be/~pdebergh/pro
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Laboratórios no Brasil

• ESALQ – Departamento de Genética

• EMBRAPA-CENARGEN

• CENA – ESALQ

• UFV

• UFAL

• IAC









Otoni  (1995)



Otoni (1995)



Anthony et al.  (1999)



Otoni (1995)





Dornelas et al. (1994)



APLICAÇÕES

(i) Transformação genética

(ii) Ferramenta fundamental para o estudo da síntese de 
parede celular, transporte de membranas, e do 
citoesqueleto em relação ao ciclo e divisão celular

(iii) Hibridação somática (cibridização) 

(v) Obtenção de mutantes/variantes somaclonais

(vi) Estudo da expressão de genes e sua regulação



Estudo da expressão de genes e sua regulação

Sheen, 2001





















Levantamento de Trabalhos

• IVCDB-P, PCTOC, PCR (1990-Agosto 

2005)

• Queda considerável de   publicações 

envolvendo protoplastos.



Davey M.R., Anthony P., Power J.B. and Lowe K.C. (2005) Isolation and culture of 
plant protoplasts : Historical perspectives and current status (Chapter 2). In: 
Journey of a Single Cell to a Plant. Murch S.J. and Saxena P.K. (Eds.) Science 

Publishers, Inc., Enfield (NH), USA, Plymouth, UK., pp. 37-57. 

Davey, MR, Anthony, P, Power, JB and Lowe, KC (2005) Research Review Paper: 
Plant protoplasts: status and biotechnological perspectives. Biotechnology Advances 

23, 131-171.



Hibridação Somática 



• Nitrato de sódio. 

• Combinação de elevado pH (10,5), altas 
concentrações de cálcio e alta 
temperatura (37°C) 

• Polietileno glicol (PEG) é o agente de uso 
mais amplo.

Agentes Fusogênicos (“Fusão química”)



Fusão 

A

AB

B

BA

Isolamento 



Eletrofusão

http://users.ugent.be/~pdebergh/pro















Cordeiro, UFV









Fusão 

Cíbrido

Isolamento

Inativação 





CARACTERIZAÇÃO

-Padrões eletroforéticos e de 

isoenzimas

-Análises morfológicas 

-Análises cromossômicas

-Citometria de fluxo

- RAPD, AFLP

- Fitoquímica









Matsumoto (2003) 



















Otoni et al. (1995)



Otoni et al. (1995)



Otoni et al. (1995)







Otoni et al. (1995)



Dornelas et al. (1995)



Dornelas et al. (1995)



Vieira & Carneiro (2004)



Vieira & Carneiro (2004)

P. edulis f. flavicarpa enxertado em P. edulis f. flavicarpa + P. cincinnata 



Jude W. Grosser

University of Florida - IFAS

Citrus Research and Education Center

Lake Alfred, FL 33850













Protocolo para Hibridação Somática

Callus Protoplastos - C Protoplastos - M Fusão C-M

Mitose Colônias

Híbrido Somático

Calogênese Embriogênese

Enraizamento



‘Roble’/ SO + Carrizo, 6 anos



PINK MARSH GRAPEFRUIT + MURCOTT TANGOR



Agentes Fusogênicos (“Fusão química”)

• Nitrato de sódio. 

• Combinação de elevado pH (10,5), altas 
concentrações de cálcio e alta 
temperatura (37°C) 

• Polietileno glicol (PEG) é o agente de uso 
mais amplo.

Fontes: Latado (1998)



Rohde Red Valencia + Palestine sweet lime somatic 
hybrid - 6 anos de idade







Cordeiro, 1999
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