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RESUMO

Solanum betaceum (Cav.), vulgarmente conhecido como tamarilho ou tomate de
arvore, € uma Solanaceae que produz frutos comestiveis com interesse econémico. A
baixa variabilidade genética observada em populagc6es naturais desta espécie, devido
a endogamia natural, imp&e limitacdes aos programas de melhoramento, que podem
ser superadas pela combinacao de abordagens classicas e biotecnolodgicas.

Os protoplastos tém um grande potencial no melhoramento de plantas, uma vez
que podem ser usados para transformacdo genética, hibridizacdo somatica e
regeneragdo a partir de uma Unica célula. Poucos dados estdo disponiveis sobre o
isolamento, cultura e regeneracdo de protoplastos de tamarilho. Trabalhos anteriores
realizados no nosso laboratério permitiram o isolamento de protoplastos, mas sem que
ocorressem divisbes. Apresentam-se agora 0s primeiros resultados mostrando a divisao
celular em protoplastos de tamarilho em cultura a partir de folhas de rebentos in vitro e
linhas celulares embriogénicas.

O isolamento de protoplastos foi conseguido utilizando uma combinacéo de 2 %
(p/v) de celulase "Onozuka" R-10 e 0,5 % (p/v) de macerozima R-10 em solucdo de
isolamento (0,4 M manitol, 20 mM MES-KOH, 20 KCI mM, BSA a 0,1 % e CaCl,; 10 mM),
durante a noite a 27 °C, no escuro, com agitacdo. Apos a digestdo da parede celular, os
protoplastos foram purificados sob centrifugacéo a 100 g durante 5 min. Os protoplastos
depositados numa banda de interfase foram removidos para meio fresco da mesma
composicao da solugdo de isolamento, mas sem as enzimas. Os rendimentos médios,
avaliados por contagem direta em hemocitémetro, deram um rendimento de 7,75+6,74
x 10° protoplastos g* PF. Os ensaios de viabilidade, utilizando calcofluor white, bem
como a coloragdo com Evans blue, mostraram que as células viaveis alcangaram
valores de 56,78+19,97 %.

Os protoplastos isolados foram cultivados em varias condigbes para testar
variaveis tais como meios basais, aditivos dos meios de cultura, reguladores de
crescimento de plantas e incorporagdo de agarose versus cultura em meio liquido. O
meio B5 basal, suplementado com 0,1 mg/l de 2,4-D, 1,0 mg/l de NAA e 1,0 mg/l de
BAP apresentou os melhores resultados, observando-se a formagé&o da parede celular
e divisBes celulares apds sete dias de cultura. Ao fim de 15 dias de cultura era ja visivel

a formacado de microcoldnias.

Palavras-chave: divisao celular; isolamento de protoplastos; microcolonias; Nicotiana

tabacum; parede celular.
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ABSTRACT

Solanum betaceum (Cav.), commonly known as tamarillo or tree tomato, is a
Solanaceae that produces edible fruits with economic interest. The low genetic variability
observed in natural populations of this species, due to natural inbreeding, imposes
limitations to breeding programs, that can be overcome through the combination of
classical and biotechnological approaches.

Protoplasts have a large potential for plant breeding since they can be used for
genetic transformation, somatic hybridization and single cell regeneration. Few data are
available over the isolation, culture and regeneration from protoplasts of tamarillo.
Previous work carried out in our lab allowed the isolation of protoplasts but without further
division. Now results showing cell division in cultured protoplasts of tamarillo from in vitro
established shoots and embryogenic cell lines are presented for the first time.
Protoplast isolation was achieved using a combination of 2 % (w/v) cellulase “Onozuka”
R-10 and 0.5 % (w/v) macerozyme R-10 on isolation solution buffer (0,4 M manitol, 20
mM MES-KOH, 20 mM KCI, 0.1% BSA e 10 mM CacCly), overnight at 27 °C, in the dark
with agitation. Following digestion of the cell wall protoplasts were purified under
centrifugation at 100 g for 5 min. Protoplasts settled in an interphase band being
removed to fresh medium of the same composition of the isolation solution but without
the enzymes. Average Yields, evaluated by direct counting in a hemocytometer, gave a
number of 7.75+6.74 x 10° protoplasts g-* FW. Viability assays, using calcofluor white as
well as blue Evans staining, showed that viable cells reached values of 56.78+19.97 %.

Isolated protoplasts were cultured in several conditions to test variables such as
basal media, culture media additives, plant growth regulators and agarose embedding
versus liquid culture. B5 basal medium, supplemented with 0.1 mg/l 2,4-D, 1.0 mg/l NAA
and 1.0 mg/l BAP, showed the best results, with cell wall formation and cell divisions
being observed after 7 days of culture. After 15 days of culture the formation of

microcolonies was already visible.

Keywords: cell division; cell wall; protoplasts isolation; microcolonies, Nicotiana

tabacum.
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INTRODUCAO

1.1. Consideragdes gerais

A Biotecnologia tem sido considerada, nas ultimas décadas, a area tecnoldgica
com maior potencial para a solugdo de varios problemas da sociedade, entre eles, 0s
do setor agricola. Com o continuo aumento da populacdo mundial, a diminuicdo da area
de solos agricolas e os elevados padrées de vida em alguns paises em
desenvolvimento, acentuam-se as preocupacfes em relacdo ao agravamento das
necessidades alimentares da espécie humana e ao facto de os métodos de
melhoramento convencionais poderem n&do suportar o aumento requerido de bens

alimentares (Chrispeels e Gepts, 2018).

Para que as necessidades alimentares globais sejam satisfeitas, € importante a
combinacdo das tecnologias convencionais com a biotecnologia (Borlaug e Dowswell,
2003), sendo necessério recorrer a métodos mais eficazes de melhoramento de plantas
capazes de permitir a manipulacdo mais eficaz do genoma de forma a conseguir
variedades cada vez mais produtivas e com um valor acrescentado em termos

ambientais (Chrispeels e Gepts, 2018).

No decorrer dos anos tém vindo a ser desenvolvidas diversas metodologias com
vista ao avancgo cientifico na area da biologia de plantas, cuja exploracdo tem
contribuido para o melhoramento das colheitas (Chawla, 2010). Estas metodologias
estdo integradas na Biotecnologia Vegetal, que é definida como um conjunto de técnicas
que envolve a manipulacdo de plantas (Canhoto, 2010) e que tem como objetivo a
obtencdo de novas caracteristicas ou produtos para a realizacdo de determinadas
fungbes, com base nas potencialidades dos organismos, das suas células ou mesmo

organitos, para fins praticos ou industriais (Chawla, 2010).

Pelo seu potencial de utilizacdo e otimizacdo dos recursos vegetais, a
Biotecnologia Vegetal é crucial para o aumento da produgédo agricola mundial. O
aperfeicoamento destas novas tecnologias, e a sua aplicacdo ao desenvolvimento de
sistemas de propagacdo de plantas, apresenta-se como uma area com indameras
potencialidades e possibilidades de exploracao cientifica e socioeconémica (Canhoto,
2010).
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A cultura in vitro estd integrada na vasta area da Biotecnologia Vegetal e consiste
no estabelecimento e manutencdo de células, tecidos, 6rgdos vegetais, plantas ou
massas de células em condi¢des laboratoriais (Chawla, 2010). Tem como principais
objetivos a clonagem de plantas, a producdo de metabolitos secundarios, a
transformacédo genética, a fusdo de protoplastos ou a obtencdo de plantas haploides
(Loyola-Vargas e Vazquez-Flota, 2006).

No Laboratorio de Biotecnologia Vegetal do Centro de Ecologia Funcional da
Faculdade de Ciéncias e Tecnologia da Universidade de Coimbra tém sido realizados
varios trabalhos na éarea da Biotecnologia Vegetal, nomeadamente no ambito do
melhoramento e micropropagagédo de tamarilho (Solanum betaceum Cav.). Os
resultados obtidos confirmam o potencial desta espécie ndo apenas na aplicagéo de
processos eficazes de micropropagacdo, mas também como modelo experimental
relevante no estudo dos mecanismos basicos que regem esses mesmos processos. E
nesse contexto, que surge a necessidade do desenvolvimento de mais uma importante
ferramenta biotecnolégica para utilizagdo com o tamarilho, nomeadamente a obtengao
de protoplastos e a regeneracdo de plantas a partir destas células. Uma manipulacdo
eficaz de protoplastos de tamarilho com origem em diferentes tecidos permitira novas
abordagens em estudos de biologia funcional na espécie, assim como também ampliara
as potencialidades do melhoramento de cultivares com interesse agroeconémico. Para
além disso, pode permitir seguir todo o processo de regeneracdo a partir de uma unica
célula, ao contrario daquilo que se verifica quando a regeneragéo ocorre a partir de um
tecido cultivado onde estao presentes milhares de células, o que torna dificil seguir os

primeiros passos da expresséo da totipoténcia.

1.2. Tamarilho

1.2.1. Caracterizacao, distribuicdo geografica e importancia econémica

7

A espécie Solanum betaceum é vulgarmente conhecida como tamarilho, “tree
tomato” ou “tomate de la paz” (Bois, 1927). A denominagéo tamarilho surgiu na Nova
Zelandia, apds um rgpido aumento da producéo e consumo deste fruto em 1967, o que
levou a necessidade da existéncia de um nome comercialmente apelativo que ndo fosse
confundido com o tomate - Solanum lycopersicum (Morton, 1987). E uma planta que
pertence a familia Solanaceae, uma das familias economicamente mais importantes e
gue inclui o tomateiro, a batateira, os pimenteiros, a beringela e o tabaco, entre muitas
outras espécies (Heiser e Anderson, 1999).

4|Pdagina



INTRODUCAO

Em termos botanicos, o tamarilho é um pequeno arbusto subtropical, semi-
lenhoso e de rapido crescimento que pode atingir cerca de 5 m de altura (Fig.1A)
(Canhoto et al., 2005). As flores (Fig.1B) tém uma cor rosa-esbranquicada e surgem
agrupadas, resultando de meristemas axilares que envolvem para meristemas
inflorescenciais. Geralmente a floracdo ocorre na transicdo do Verdo para o Outono,
mas podem surgir noutras alturas do ano (Correia et al., 2009).

A polinizacéo pode ser cruzada, sendo mediada por vetores bibticos, como insetos
(Morton, 1987) e por vetores abidticos, como o vento (Schotsmans et al., 2011) ou
autogamica. A baixa variabilidade encontrada em popula¢cdes naturais deve-se a
polinizacao ser principalmente deste ultimo tipo (Barghchi, 1986).

Os frutos séo caracterizados pela sua forma oval pontiaguda em ambas as
extremidades, surgindo isolados ou em conjuntos de 3-12 unidades (Fig.1C), entre
outubro a abril (Correia e Canhoto, 2012) cuja tonalidade pode ser vermelha, laranja ou
amarela (Fig.1D), dependendo da variedade. No entanto, os frutos vermelhos sdo os
mais apreciados pelo seu sabor e aroma mais intensos (Hooker, 1899; Atkinson and
Gardner, 1993). A polpa (Fig. 1E) tem uma coloragdo que varia entre o vermelho
alaranjado e o amarelado (Correia e Canhoto, 2012), é consistente e suculenta, um
pouco &cida (pH varia entre 3,7 e 3,8) e apresenta um sabor agradavel (Guimaraes et
al., 1996).

Figura 1 - Solanum betaceum. (A) Exemplar de tamarilho vermelho existente no Jardim Botanico
da Universidade de Coimbra. (B) Flores em diferentes estadios de desenvolvimento. (C)
Conjunto de frutos. (D) Frutos com diferentes tonalidades, amarelo, laranja e vermelho. (E) Polpa

dos frutos, onde é visivel o elevado nimero de sementes
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Trata-se de uma espécie de facil cultivo que apresenta um ciclo de reproducéo
curto e tem um tempo médio de vida de 8 anos. Normalmente, a primeira frutificacao
ocorre 2 anos apos o cultivo e o climax de producéo é atingido em 5 anos. ApGs 6 anos
de cultivo comeca a verificar-se um declinio da producdo devendo as &rvores ser
substituidas (Meadows, 2002).

Tendo em conta a ecologia e fitogeografia de S. betaceum, esta espécie apresenta
fatores limitantes para o seu desenvolvimento, sendo caracterizadas como regidoes
ideais aquelas com temperaturas entre 18 e 22 °C, precipitacdes anuais de 600 a 800
milimetros e altitudes entre 1.500 e 3.000 m (Bohs, 1989). Assim, as principais
limitacdes ao cultivo desta espécie sdo impostas essencialmente pela temperatura
(temperaturas elevadas e seca prolongada), ventos fortes, solos inundados e geada
(Guimaraes et al., 1996; Lopes et al., 2000; Prohens et al., 2004; Azurduy, 2009).

A origem precisa da espécie ndo é clara (Popenoe et al., 1989), mas é
amplamente encontrada na regido dos Andes que inclui o Peru, Chile, Equador e Bolivia,
(Atkinson e Gardner, 1993; Correia et al., 2011) o que parece indicar que o seu centro
de origem esta localizado nessa area (Bohs, 1989). Dai dispersou-se para a América
central, incluindo as Antilhas, e mais tarde, para as ilhas Portuguesas dos Acores e
Madeira e para o sul da Europa (Canhoto et al., 2005) conquistando com os seus frutos

o paladar das diferentes culturas.

Atualmente, o tamarilho é maioritariamente cultivado no Brasil, Colédmbia,
Venezuela, Equador, E.U.A. (California), Portugal, Quénia, india, Indonésia e Australia
(Mertz et al., 2009). Em Portugal, é utilizado sobretudo como planta ornamental, apesar
de ja terem sido feitas algumas tentativas de exploracdo comercial dado os elevados
precos (10 — 15 €/Kg) que os frutos atingem no mercado (Guimaraes et al., 1996; Lopes
et al., 2000).
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. A
@ Paises produtores ¢ | Paises de origem

Figura 2 - Distribuicdo geogréafica de S. betaceum. Encontram-se destacados os paises de
origem e os paises produtores.

O valor nutricional dos seus frutos refete-se no potencial econémico desta espécie
(Canhoto et al., 2005) existindo um amplo espetro de potenciais aplicacdes (Guimaraes
et al., 1996). Os frutos apresentam um reduzido valor caldrico (cerca de 28 cal/100 g) e
em hidratos de carbono (7,7 g / 100 g) e um teor relativamente elevado de proteinas
(1,5-2g/ 100 g), vitamina C (20-45 mg / 100 g), vitamina E (1,86 mg / 100 g), provitamina
A e também alguns minerais como ferro e potassio o que faz com que seja reconhecida

como uma espécie frutifera (McCane e Widdowson, 1992).

Foram também realizados varios estudos com o intuito de avaliar o conteado em
antocianinas e carotendides presentes nos frutos do tamarilho (Hurtado et al., 2009; Kou
et al., 2009). Os resultados mostraram a possibilidade de alguns destes componentes
poderem ter propriedades antioxidantes, terapéuticas e preventivas importantes,
tornando os frutos uma fonte de alimento que merece uma melhor exploragéo (Hurtado
et al., 2009; Kou et al., 2009).

Desta forma, torna-se importante aumentar, tanto em termos quantitativos como
qualitativos, a producdo desta espécie fruteira. Por reunir condicdes para ser uma
espécie competitiva em algumas zonas de Portugal, o tamarilho pode vir a tornar-se
uma espécie bastante interessante para o0s agricultores portugueses (Correia e
Canhoto, 2012).
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1.3. Propagacao e culturain vitro

A propagacéao do tamarilho pode ser conseguida a partir de sementes ou estacas
(Prohens e Nuez, 2000). As sementes germinam com facilidade, no entanto a
propagacao seminal d4 origem a arvores geneticamente diferentes que ndo asseguram
uma producdo consistente de frutos. Os métodos de propagacdo vegetativa permitem
obter plantas uniformes (Correia e Canhoto, 2012), sendo para isto necessarios

métodos eficazes de reproducdo assexuada.

O tamarilho surge também como um importante sistema de referéncia para a
otimizacdo de protocolos de cultura in vitro e para estudos de biologia do
desenvolvimento de espécies lenhosas (Correia et al.,, 2019), tratando-se de uma
espécie que responde facilmente ao cultivo in vitro (Correia e Canhoto, 2012) através
de técnicas de propagacéo clonal. Estas técnicas de micropropagacao sao ferramentas
biotecnol6gicas valiosas que tém sido aplicadas ao melhoramento do tamarilho, e que
incluem a proliferagédo de meristemas axilares (Cohen e Elliot, 1979; Barghchi, 1998;
Obando et al., 1992), a inducdo de organogénese (Guimardes et al., 1996; Obando e
Jordan, 2001) e a embriogénese somética (Guimarées et al., 1988, 1996; Lopes et al.,
2000; Canhoto et al., 2005; Correia et al., 2009, 2011, 2012; Correia e Canhoto, 2018).

A micropropagacao pela proliferacdo de meristemas axilares (Barghchi 1986;
Cohen e Elliot 1979) é uma técnica rapida e de alta reprodutibilidade, que permite
assegurar a propagacdo de plantas em larga escala e a uniformidade genética das
plantulas obtidas. Esta técnica permite o desenvolvimento da parte aérea da planta onde
a proliferacdo dos meristemas axilares pode ocorrer em meios de cultura sem adi¢do de
reguladores de crescimento. No entanto, na presenca de uma citocinina, como a 6-
benzilaminopurina (BAP) no meio de cultura, obtém-se melhores resultados. Todavia,
a utilizac&o desta citocinina no meio origina, com frequéncia, a formagéo de um tecido
caloso indiferenciado na base da planta que impede o desenvolvimento do sistema
radicular, e desta forma, é necessario transferir posteriormente as plantas para um novo

meio de cultura sem BAP de forma a promover o enraizamento (Correia et al., 2011).

A organogénese € um método de formacdo de novos 6Orgdos, sob condi¢des
quimicas e fisicas especificas (Thorpe, 1980), que funcionam como estimulo para o
surgimento de novos meristemas caulinares (Moura et al., 2001). Desta forma, a
formacao de plantas por organogénese pode ser alcancada através de dois processos
distintos. No processo direto, ocorre o desenvolvimento de meristemas adventicios, que
se desenvolvem em meristemas axilares e acabam por formar uma planta, apds o
enraizamento e o processo indireto difere particularmente do primeiro, especificamente
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na formacdo de calos, a partir dos quais se formam as gemas, seguidas do
enraizamento (Tonon et al., 2001; Canhoto, 2010; Alam et al., 2017).

A embriogénese somatica (ES) é um processo pelo qual as células somaticas, sob
determinados estimulos, passam por uma desdiferenciacdo e uma diferenciacao,
formando células embriogénicas (Rose et al., 2010; Yang e Zhang, 2010) que sofrem
uma série de alteragbes morfolégicas e bioquimicas resultando na formacédo de

embrides e, por fim de plantas (Solis Ramos et al., 2012).

A inducéo de ES é alcancada num meio de cultura suplementado com auxinas
como o picloram (acido 4-Amino-3,5,6-tricloro-2-piridinocarboxilico) ou acido
diclorofenoxiacético (2,4-D) que tém um efeito indutor no processo (Canhoto et al., 2005;
Correia, 2011). Quando uma dessas auxinas é usada para induzir a embriogénese a
partir de folhas jovens ou embrides zigéticos maduros, ocorre um processo em “two
step” no qual as células somaticas produzem um tecido embriogénico (ou calo
embriogénico) que prolifera através de subculturas sucessivas em meios com essa
mesma hormona (Alves et al., 2017), até formar embrides e subsequentemente plantas,
guando transferido para um meio desprovido de auxinas (Canhoto et al., 2005; Correia
e Canhoto, 2018; Fehér, 2019).

A capacidade de as células vegetais diferenciadas passarem por um processo
embriogénico é um processo de desenvolvimento Unico e uma demonstracdo da
totipoténcia das células vegetais (Zimmerman, 1993; Yang e Zhang, 2010). Além disso,
a ES serve como modelo para entender os mecanismos citologicos, fisiologicos e
genéticos subjacentes a formagédo do embrido, bem como o seu desenvolvimento e

maturacao (Rose et al., 2010; Yang e Zhang, 2010; Correia, 2011).

A embriogénese somatica é de particular interesse devido ao seu potencial para
a melhoria de espécies de arvores e para a rapida propagacéo clonal em grande escala,
transformacéo genética e criopreservagdo de linhas selecionadas desejaveis (Park,
2002; Von Arnold, 2008).

1.4. Protoplastos

As células vegetais possuem uma parede celular que é responsavel pela sua
forma, protecdo contra choques osméticos e manutencado da rigidez. A remocado da
parede celular a uma célula vegetal, desde que realizada em condi¢des que evitem o
seu rebentamento, conduz a obtencéo de células esféricas, designadas por protoplastos
(Canhoto, 2010).
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A parede das células vegetais € uma estrutura quimica complexa que varia em
composi¢cao em funcdo dos diferentes tipos celulares que existem nos tecidos das
plantas (Cosgrove, 2015). E constituida pela lamela média, parede primaria e, em
alguns tipos celulares, parede secundaria (Chawla, 2010) e consiste numa complexa
mistura de polissacarideos, proteinas, compostos fendlicos e sais minerais. Os
polissacarideos representam cerca de 90 % do peso seco da parede e consistem em
celulose, que constitui 20 - 40 % da parede celular, hemiceluloses (15 - 25 %) e pectinas
(cerca de 30 %). Essa matriz é ordenada e dindmica e pode tornar-se mais rigida ou
mais flexivel conforme as necessidades da planta (Buckeridge, 2010). A parede celular
secundaria possui ainda grandes quantidades de lenhina, um polimero aromético que
confere rigidez a célula e a planta (Farinas, 2011). Os componentes da parede celular
podem ser digeridos por diferentes tipos de enzimas, sendo as pectinases responsaveis
pela digestdo da lamela média e da matriz da parede primaria, possuindo atividade
poligalacturonasica enquanto as celulases catalisam a reagdo de degradacdo da
celulose e das hemiceluloses, estas Ultimas também presentes na matriz (Chawla,
2010).

As enzimas mais frequentemente usadas no isolamento de protoplastos sédo a
celulase “Onozuka” R-10, que foi parcialmente purificada dos fungos Trichoderma reesei
e T. viride, e a pectinase macerozima, que deriva do fungo Rhizopus arrhizus. A
driselase (extraida de Irpex lacteus) apresenta simultaneamente atividade celulasica e
pectinasica e é usada no isolamento de protoplastos a partir de células em cultura
(Chawla, 2010).

Os protoplastos séo células vegetais nuas, ou seja, desprovidas de parede celular,
onde a superficie celular (membrana plasmatica) esta totalmente exposta e acessivel e,
portanto, fornece o ponto de partida a vérias técnicas de manipulagdo genética ou de
hibridacdo somatica (Giri e Giri, 2007; Rezazadeh e Niedz, 2015) de células vegetais
para o melhoramento das culturas (Ling et al., 2010; Ayeleso, 2015). Desta forma, do
ponto de vista da aplicacdo pratica, a remocao da parede celular apresenta vantagens
uma vez que a inser¢cdo de moléculas, como por exemplo acidos nucleicos, pode ser
facilitada em células as quais a parede foi removida, permitindo a sua transformacéao
genética. Para além disso, as células desprovidas de parede podem ser estimuladas a
fundir abrindo a possibilidade de fusdes entre células de espécies filogeneticamente
distantes contornando as barreiras naturais de incompatibilidade sexual e possibilitando
a obtencdo de novas combinagdes genéticas, os chamados hibridos somaticos (Davey
et al., 2005; Canhoto, 2010).
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A primeira vez que se isolaram protoplastos a partir de tecidos vegetais foi ainda
no século XIX, por Klercker, em 1892, em Allium cepa e em Stratiotes aloides utilizando
métodos mecanicos. S6 no inicio da década de 60, Cocking (1960) obteve protoplastos
a partir de raizes de tomateiro com base em métodos enziméticos, usando enzimas
hidroliticas as quais degradam os componentes da parede celular. Desde entdo, o
isolamento de protoplastos tem sido registado em diversas culturas seguindo uma

diversidade de métodos (revisto por Ling et al., 2010).

O isolamento de protoplastos é aplicado regularmente numa ampla variedade de
espécies (Pais, 2003) e uma vez que protoplastos viaveis sdo potencialmente
totipotentes (Cunha, 2001) a cultura de protoplastos com regeneracdo de plantas é
também uma tecnologia relevante para um vasto conjunto de plantas (Ma¢kowska et al.,
2014). Portanto, quando séo fornecidos os estimulos quimicos e fisicos corretos, cada
protoplasto € capaz, teoricamente, de regenerar uma nova parede e sofrer divisdo
mitotica repetida para produzir células filhas das quais podem ser regeneradas plantas
férteis através do processo de cultura de tecidos. Os procedimentos basicos para o seu
isolamento sofreram poucas mudancas desde as primeiras referéncias, no entanto,
houve um progresso notavel no nimero de espécies para as quais existem sistemas de
obtencao de protoplastos. Além disso, as ultimas décadas do século XX testemunharam
grandes desenvolvimentos na manipulacdo genética de plantas através da fuséo e
transformacéo de protoplastos (Davey et al., 2005; Tripathi, 2010).

Existem varios parametros que influenciam a capacidade de os protoplastos
expressarem a sua totipoténcia e se desenvolverem em plantas férteis, particularmente
o tecido de origem, o meio de cultura e os fatores ambientais. Apesar de pelo menos
quatro décadas de esfor¢os conjuntos e transferéncia de tecnologia entre laboratorios
em todo o mundo, muitas espécies ainda permanecem recalcitrantes na cultura. (Davey
et al., 2005).

A tecnologia de utilizacédo de protoplastos inclui o isolamento, purificacdo, cultura
(Fig. 3) e, por vezes, a fusdo de protoplastos vegetais, resultando na producdo de
plantas completas (Pati et al., 2008). O isolamento dos protoplastos pode ser feito a
partir de diferentes érgdos da planta, no entanto os explantes foliares sdo uma das
fontes mais eficientes (Yoo et al., 2007; Mukhtar et al., 2012) devido a facilidade de
acesso das enzimas a parede celular das células do mesdfilo pela sua organizacéo
celular (Chawla, 2010) e para além disso garantem um maior rendimento de

protoplastos viaveis e relativamente uniformes (Liu, 2005).
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Figura 3 - Esquema representativo do isolamento e purificacdo de protoplastos, com

subsequente regeneracao de plantas.
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Antes de serem submetidos a acdo das enzimas hidroliticas, os tecidos dadores
passam por um tratamento inicial denominado pré-plasmdélise onde sdo submetidos a
um potencial osmaético baixo que leva a plasmdlise das células (Canhoto, 2010) e a
separacdo da membrana plasmatica da parede celular (Ferrando e Spiess, 2001,
Estavillo et al., 2014). Desta forma, a pré-plasmolise vai reduzir o impacto do choque
osmotico aplicado durante o isolamento e impedir a entrada de substancias exégenas
prejudiciais para as células. Esta etapa pode ser conseguida através da adicdo de
estabilizadores osméticos como os compostos idnicos de que sdo exemplo o CaCl, e o
KCI ou os hidratos de carbono tais como o manitol e o sorbitol, (George, 2008) sendo
estes dois Ultimos os mais usados no isolamento de protoplastos do meséfilo foliar
(Navratilova, 2004).

ApoGs a pré-plasmodlise os explantes sdo sujeitos a combinagfes enzimaticas
eficientes e de alto rendimento, tais como celulases e pectinases (Tomé, 1991; Bhojwani
e Razdan, 1996) com concentracdes e periodo de incubacao variaveis (celulase 0,2 — 2
%,; pectinase 0,1 — 1 %). A temperatura a que os tecidos sdo colocados em contacto
com a solucdo enzimatica € também um fator importante (Canhoto, 2010) sendo que a
temperatura adequada para o isolamento dos protoplastos ronda os 25 a 30 °C (Chawla,
2010).

A solucdo de isolamento de protoplastos, para além das enzimas e de um
estabilizador osmético, deve ainda conter um tampéao (e.g., 2-N-morfino-etano sulfonato
[MES]) de forma a minimizar as variagfes de pH e cloreto de célcio (CaCl,.2H.0) ou
dihidrogenofosfato de potassio (KH.PO.) para a estabilizagdo do plasmalema (Liu,
2005).

Na sequéncia do tratamento enzimatico obtém-se uma mistura de protoplastos
com tecido ndo digerido, células rebentadas, cloroplastos e outros organitos
citoplasmaticos (Canhoto, 2010). Assim, torna-se necessario purificar os protoplastos
com o objetivo de os separar dos restantes constituintes. Este processo envolve a

combinacéo de trés etapas: filtracdo, centrifugagéo e lavagem (Giri e Giri, 2007).

Numa fase inicial, a mistura resultante da digestdo dos tecidos pela solucéo
enzimatica é passada através de um filtro (40 - 100 um) metalico ou de nylon de forma
a reter as células ndo digeridas e os agregados celulares de maiores dimensdes
(Grgnlund et al., 2012; Canhoto, 2010). A purificacdo da solucéo filtrada pode ser
alcancada a partir de diferentes vias: i) pela exploracdo da densidade diferencial de
flutuacdo dos protoplastos em gradientes de aclicar como a sacarose e/ou 0 manitol

(Tomé, 1991; Estavillo et al., 2014); ii) repetida ressuspensao/centrifugacdo dos

13| Pagina



INTRODUCAO

protoplastos em meio de lavagem de modo a que os protoplastos constituam o pellet e
no sobrenadante fiqguem os fragmentos celulares em suspenséao e iii) passagem dos
tecidos digeridos apés incubacéo, através de uma malha de poro adequado a deixar

passar apenas os protoplastos (Grgnlund et al., 2012).

Depois de os protoplastos purificados serem recolhidos, devem ocorrer uma série
de centrifugacdes de forma a garantir a sedimentacdo dos protoplastos (pellet) e a
remocao completa da solucdo enzimética uma vez que se 0 objetivo é a cultura de
protoplastos, é possivel que as enzimas inibam a regeneracdo da parede celular e a

consequente divisdo celular (George, 2008).

Ap6s a purificacdo dos protoplastos, devem ser analisados dois parametros: o
rendimento do processo, isto € a quantidade de protoplastos obtida a partir do material

inicial e a viabilidade (Tomé, 1991).

A contagem (avaliagdo do rendimento) pode ser facilmente realizada utilizando
um hemaocitometro, extrapolando-se os valores obtidos para o volume total de meio onde
se encontram os protoplastos. Este passo visa verificar se a quantidade de protoplastos
€ adequada para a fase de cultura uma vez que esta implica que os protoplastos sejam
cultivados a determinadas densidades (Tomé, 1991; Mota-Narvaez et al., 2018). Se a
guantidade de protoplastos obtida for reduzida é necessario otimizar os processos de
digestéo e purificacdo de protoplastos de forma a aumentar os rendimentos. Se, pelo
contrério, a quantidade de protoplastos obtida for muito elevada deve-se diminuir a sua

densidade pela adicdo de meio de cultura (Canhoto, 2010; Costa et al., 2002).

Antes de se proceder a cultura deve ser determinada a viabilidade dos
protoplastos obtidos. Um indicador fidvel da viabilidade dos protoplastos esta
relacionado com a forma como o0s cloroplastos estdo distribuidos na célula. Em
protoplastos viaveis, os cloroplastos distribuem-se uniformemente na célula enquanto
em células mortas estes tém tendéncia a depositar por acdo da gravidade (Taiz et al.,
2015). No entanto, podem ser efetuadas avaliagbes mais precisas e objetivas
recorrendo a corantes vitais, tais como fluoresceina diacetato (FDA), Evans blue,
fenosafranina (Franklin e Dixon, 1994) e cloreto de trifeniltetrazélio (TTC) (Watanabe et
al., 1992).

Para além destes indicadores existem outros métodos que se baseiam na
capacidade que os protoplastos possuem de pouco tempo depois de removida a parede
celular comecgarem a edificar uma nova parede de que é exemplo o método da coloracdo

com calcofluor white (Canhoto, 2010).
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O “calcofluor white” é um composto que se liga as moléculas de celulose que
constituem a parede celular e vai permitir visualizar a sintese de uma nova parede
(Canhoto, 2010). Esse composto é misturado com a suspenséo de protoplastos e é feita
a observacdo num microscoépio de fluorescéncia com filtro de excitacdo UV que permite
detetar os protoplastos viaveis pela formacdo de um anel de fluorescéncia branco
azulada que envolve as células (Hervé et al., 2011). Em células nado viaveis em que a

sintese de parede ndo ocorre, ndo se verifica emissdo de fluorescéncia (Canhoto, 2010).

Os meios utilizados para a cultura de protoplastos geralmente sdo semelhantes
aos usados em sistemas de cultura in vitro como os meios MS (Murashige e Skoog,
1962) e B5 (Gamborg et al., 1968), embora com alguma frequéncia, sejam mais ricos
em vitaminas e aminoacidos aos quais se deve adicionar um estabilizador osmotico de

forma a prevenir o seu rebentamento (Giri e Giri, 2007; Kérkénen et al., 2011).

Os reguladores de crescimento tais como auxinas e citocininas também fazem
parte da composicdo dos meios de cultura de protoplastos, uma vez que sao essenciais
para o fornecimento de estimulos para a diviséo celular e na obtencdo de calos a partir

dos quais ocorre a regeneracgao de plantas (Dovzhenko et al., 2003; Canhoto, 2010).

O meio de cultura deve ser otimizado para cada situagdo. A densidade dos
protoplastos é um fator que pode condicionar o sucesso da cultura (Canhoto, 2010). De
acordo com o seu potencial de divisdo, a densidade de cultura 6tima situa-se entre 5
x10% e 10° protoplastos/ml (Chawla, 2010).

O cultivo dos protoplastos isolados pode ocorrer em meio de cultura liquido, ou
embebidos em meio semi-sélido ou sélido contendo agar, agarose ou alginato (Tomar
e Dantu, 2009; Ayala et al., 2011; Lei et al., 2015).

Varios tém sido os estudos de isolamento de protoplastos em diversas espécies
como Nicotiana tabacum (Nagata e Takebe, 1971), Arabidopsis thaliana (Fig.4A)
(Chupeau et al., 2013), Arbutus unedo (Choury et al., 2017), Rubus glaucus (Arturo et
al., 2016). A planta do tabaco (Nicotiana tabacum; Fig. 4B), em particular € uma
solanacea com diversos protocolos de regeneracao através de protoplastos a partir dos

quais tém sido desenvolvidas técnicas de otimizacdo do processo (Lei et al., 2015).
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Em tamarilho o isolamento de protoplastos (Fig. 4C) ja foi conseguido em
trabalhos anteriores (Augusto, 2015), a partir dos quais foi possivel definir um protocolo
otimizado para o isolamento e purificacdo de protoplastos derivados de diferentes
explantes. No entanto a divisdo dos protoplastos em cultura é ainda um fator limitante,
tendo sido feitos alguns avancos, apesar da dificuldade encontrada para a colocagao
em cultura dos protoplastos derivados de explantes foliares e das limitagdes temporais
resultantes da otimizacéo dos protocolos de isolamento e purifica¢do, nao tendo havido
portanto sucesso na etapa de divisdo celular dos protoplastos isolados.

Figura 4 - Protoplastos isolados a partir do mesofilo foliar de Arabidopsis thaliana (A)
(https://www.autom8.com/port-patch-planar-patch-clamping/port-patch-applications/, acedido
a 20/07/2019); de Nicotiana tabacum (B) (Chupeau et al., 2013) e de S. betaceum (C) (Augusto,
2015).
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1.5. Objetivos

Nos ultimos anos as aplicacdes econdémicas e biotecnolégicas do tamarilho tém
vindo a demostrar avancos significativos. Esta solanacea tem um enorme potencial pelo
valor nutricional dos seus frutos o que torna uma arvore com potencial para ser usada
como fruteira. Além disso, 0 seu potencial biotecnoldgico tem sido demonstrado através
de diversos estudos como sistema modelo alternativo para o estudo de aspetos chave

do processo de inducédo de embriogénese somatica.

A tecnologia de protoplastos tem importantes aplicabilidades, quer em processos
de melhoramento, quer de analise molecular da espécie que irdo contribuir como novas
ferramentas para a cultura do tamarilho e refor¢ar o seu papel como sistema modelo

numa perspetiva de investigagdo em ciéncia fundamental.

Tendo em conta estes pressupostos, este trabalho teve como objetivo principal o
estabelecimento de um protocolo para regeneracédo de plantas a partir de protoplastos
isolados de tamarilho. Para a concretizagdo desta etapa o trabalho foi dividido em
objetivos mais especificos que incluem: i) o isolamento e purificagdo de protoplastos

vidveis; ii) promover a regeneracao da parede célular; iii) estimular a divisdo celular.

Para a concretizacdo destes objetivos procedeu-se a diversos ensaios com
diferentes condi¢ces e composi¢cbes dos meios de cultura dos protoplastos isolados a
partir de explantes foliares e suspensfes celulares de calli embriogénico. Os ensaios
foram realizados em simultaneo no tamarilho e no tabaco, tendo sido este considerado

como controlo.
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2.1. Material Vegetal

Neste trabalho experimental foi utilizado material vegetal previamente
estabelecido em cultura in vitro no Laboratério de Biotecnologia Vegetal do
Departamento de Ciéncias da Vida da Universidade de Coimbra, homeadamente 5
linhas de tamarilho vermelho (C6, C8, C9, C11, C12) obtidas pela proliferacdo de
meristemas axilares apds o estabelecimento in vitro por via seminal. Foram também
utilizados, como sistema controlo, rebentos caulinares de tabaco (Nicotiana tabacum)
estabelecidos in vitro por via seminal e propagados por multiplicacdo de segmentos

nodais.

Usaram-se também calli embriogénicos (linhas CE1 e CE2) previamente obtidos
em meio de inducdo de embriogénese somatica a partir de explantes foliares de

tamarilho vermelho.

2.2. Métodos

2.2.1. Cultura e pré-condicionamento do material vegetal

a) Explantes foliares

Os rebentos caulinares de tamarilho e tabaco (Fig. 5A e B) foram previamente

estabelecidos in vitro e micropropagados a partir da proliferacdo de meristemas axilares.

A obtencédo de plantas por via seminal iniciou-se pela desinfe¢cdo das sementes
com uma solucéo de hipoclorito de célcio a 5 % (p/v), seguida de pelo menos 3 lavagens
em agua esterilizada, e colocadas em caixas de Petri estéreis com algodao e papel de
filtro humedecido com agua desmineralizada esterilizada. Depois da germinacéo, as
sementes foram transferidas para caixas com meio MS, suplementado com 3 % de

sacarose isento de reguladores do crescimento.
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Apbs o estabelecimento, procedeu-se a fase de multiplicacdo, na qual os
segmentos nodais foram inoculados em meio base MS (Murashige e Skoog, 1962),
suplementado com sacarose a 3 % (p/v) e 6 - benzilaminopurina (BAP) a 0,2 mg/l, sendo
o pH ajustado a 5,7 antes da autoclavagem. O meio de cultura foi solidificado com agar
a 0,6 % (p/v) e autoclavado a 121 °C, durante 20 minutos.

As culturas foram colocadas numa camara de crescimento a 24+1 °C de
temperatura e um fotoperiodo de 16h luz/8h escuro, sendo a intensidade luminosa 15-
20 ymol.m2.s. Posteriormente este material foi transferido para meio de cultura MS
sem hormonas, de modo a permitir uma maior expansdo foliar e a continua
disponibilidade destes explantes para a realizacdo dos ensaios de isolamento de
protoplastos. Foram colocadas seis a sete plantulas em cada caixa de cultura (Microbox

Combiness, 97 x 120 mm, com filtro XXL) com 100 ml do referido meio de cultura MS.

Ap6s 4 a 6 semanas nestas condi¢cdes, as plantas foram transferidas para
condi¢bes de obscuridade onde permaneceram durante dois dias, a 25 °C, antes dos

ensaios de isolamento de protoplastos.

b) Calli embriogénicos

A manutencao e proliferacao in vitro das linhas de calo embriogénico (Fig. 5C e
D) previamente estabelecidas foram feitas através de subculturas mensais sucessivas
em meio de cultura sélido TP com a seguinte composi¢éo: meio base MS suplementado

com 5 mg/l de picloram, 9% (p/v) de sacarose e 2,5 g/l de Phytagel (Sigma).

Previamente a cada ensaio de isolamento de protoplastos, cerca de 150 mg das
massas de callus em proliferagédo foram colocadas para dispersédo em 50 ml de meio TP
liquido em bal6es Erlenmeyer de 250 ml, numa incubadora com agitacdo orbital (120

rpm), a 25 °C e no escuro durante 5 dias.
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Figura 5 — Material utilizado para o isolamento de protoplastos. (A) Plantulas de tamarilho; (B);
plantulas de tabaco; linha CE1 (C) e linha CE2 (D). Bar=1 cm

2.2.2. Isolamento e purificacdo de protoplastos a partir de explantes

foliares

Este procedimento teve como base o protocolo de isolamento e cultura de
protoplastos de tamarilho (S. betaceum) desenvolvido por Augusto (2015).

E de salientar que todo o processo foi realizado em condicdes de assepsia. As
solucdes abaixo mencionadas foram esterilizadas por filtracdo através de filtros de
membrana de malha de acetato de celulose com 0,20 ym (Ministart NML, Sartorius,

Alemanha).
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Inicialmente pesou-se 1 g de peso fresco de folhas de plantulas de tamarilho e
de tabaco que foram colocadas numa caixa de Petri com 15 ml de uma solugéo pré
plasmolise com o pH ajustado a 5,8. Como solucéo de pré-plasmolise testaram-se duas
alternativas: uma solucéo K3 — sacarose a 0,4 M (Tabela 2) e uma solugéo 0,45 M de
manitol. As folhas expandidas (com aproximadamente 4 cm de comprimento) foram
cortadas em segmentos com cerca de 20-60 mm? e as nervuras principais removidas.
Foram testados dois tempos de incubacao na solucéo de pré-plasmalise, 10 e 20 min a
27 °C com agitacdo. Apoés a incubacao a solucao de pré-plasmdlise foi substituida por
uma solucdo enzimatica onde foram testadas duas composicdes diferentes. A primeira
era constituida por celulase “Onozuka” R-10 (Yakult Pharmaceuticals, Japédo) a 0,2 % e
macerozima R-10 (Yakult Pharmaceuticals, Jap&o) a 0,5 % dissolvidas em solugcédo K3
— sacarose a 0,4 M e a segunda era composta pelas mesmas enzimas acima
mencionadas, mas dissolvidas numa solu¢do tampé&o constituida por 0,45 M manitol, 20
mM MES — KOH, 20 mM KCI, 0,1% (p/v) BSA e 10 Mm CaCl. e o pH ajustado a 5,7. A
incubacdo enzimética ocorreu durante 16h (overnight) a 27 °C com agitagdo. Um

esquema geral do procedimento adotado esta representado na figura 6.
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Explante foliar

1gPF

l Solucao de pré-plasmolise (15 ml)

0,45 M de manitol
K3 —sacarose a 0,4 M

'ﬁ‘ Duracéo da incubagao (no escuro a 27 °C)

20 min

Solucao Enzimatica (20 ml)

Celulase 2 %, macerozima 0,5 %
dissolvidas em:

- K3 -sacarosea 0,4 M
% - Solugéo tampao constituida por manitol,

MES - KOH, KCI, BSA e CaCl,

|

Duracao da incubacao (no escuro a 27°C)

16 h (overnight)

Figura 6 - Representacao esquematica do isolamento de protoplastos a partir de

explantes foliares.
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As solucgdes resultantes da incubacdo enzimatica dos explantes foliares foram
aplicados dois métodos de purificacdo (Fig. 7), de modo a separar os protoplastos dos
restantes tecidos degradados ou nao digeridos. Na primeira situacdo, a solucéo foi
filtrada através de um crivo de malha metalica de 70 ym. Ao filtrado adicionou-se,
cuidadosamente, 2 ml de solugdo W5 (9,0 g/l de NaCl, 18,4 g/l de CacCl,.2H,0, 0,8 g/l
de KCl e 1 g/l de glucose, a pH 5,8; adaptado de Menczel et al., 1981). Efetuou-se uma
centrifugacdo a 100 g durante 10 min onde os protoplastos purificados sedimentaram
numa banda interfasica que se formou entre as 2 camadas liquidas, sendo recolhidos e
transferidos para um novo tubo de centrifuga. Juntou-se 5 ml da solugcdo W5 e
ressuspendeu-se suavemente. Efetuou-se uma nova centrifugagéo a 100 g, durante 5
minutos da qual se obteve um pellet que foi ressuspendido em 5 ml de W5, repetindo-

se a ultima centrifugacao.

No segundo método, o material vegetal digerido foi filtrado através de um filtro
de malha de nylon de 70 um. Numa primeira abordagem o filtrado foi centrifugado a
cerca de 100 g durante 5 min, tendo-se obtido um pellet que foi ressuspendido em 2 ml
de uma solugdo de manitol a 0,45 M. Num novo tubo de centrifuga, colocaram-se 7 ml
de uma solugédo 0,5 M de sacarose e 1 mM de MES e acima desta solugdo foram
adicionados 2 mL constituidos pelo pellet obtido na primeira centrifugacdo com a
solugdo 0,45 M de manitol. Na sequéncia da centrifugacdo em gradiente de densidade
a 145 g durante 10 min, os protoplastos formaram uma banda na zona de transi¢cao
entre a solucdo de sacarose e 0 meio de suspensao dos protoplastos. Na fase seguinte,
os protoplastos foram transferidos para um novo tubo e ressuspendidos numa solucdo
de lavagem constituida por uma solu¢éo 0,4 M manitol, 20 mM MES — KOH, 20 mM KCl,
0,1% (p/v) BSA e 10 Mm CaCl, seguido-se uma centrifugacdo a 100 g durante 5
minutos. O sobrenadante foi rejeitado e o pellet ressuspendido em 2 ml da solucéo de

lavagem repetindo-se a ultima centrifugacdo nas mesmas condiges.

Depois da Uultima centrifugacdo, estimou-se o volume de suspensdo de
protoplastos e recorrendo a um hemocitometro procedeu-se a contagem dos
protoplastos bem como a determina¢do da sua viabilidade através da utilizacdo do

corante Evans blue.
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Centrifugagéo
. 100 g, 5 min
Solugédo W5 ‘
[
‘ == Banda
interfasica
Ressuspender
protoplastos na
solugcdo W5
100 g, S min
2X

Filtrag&o

S

Contagem

70 pm

Centrifugagao
100 g 5 min

Pellet
Lavagem com
045M
manitol
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gradiente de densidade
145 g, 10 min
[
| = | Banda
interfasica
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Figura 7 - Representacdo esquematica dos dois métodos de purificacéo de protoplastos a partir

de explantes foliares.
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2.2.3. Isolamento e purificacdo de protoplastos a partir de suspensdes

celulares de calli embriogénicos.

Ap6s 5 dias em meio TP liquido, no escuro e com agitacdo orbital (pré-
condicionamento), as massas celulares juntamente com o meio de cultura foram
submetidas a uma filtragdo a vacuo (Fig. 8) usando um filtro 0,22 um e apos esta filtracdo

realizaram-se duas lavagens com uma solucéo 0,45 M de manitol.

Colocou-se o filtro usado na filtracdo dentro de um falcon onde se adicionou 15
ml de solugdo enzimatica composta por celulase “Onozuka” R-10 (Yakult
Pharmaceuticals, Japdo) a 1 % (p/v), pectinase (Sigma-Aldrich) a 0,04 % e driselase
(Fluka AG, Buchs SG, Suica) a 0,4 %. As enzimas foram solubilizadas numa solugéo
tampéo (0,4 M manitol, 20 mM MES — KOH, 20 mM KCl, 0,1% (p/v) BSA e 10 Mm CacCl,)
e o0 pH da solugéo ajustado a 5,7. Foram testados dois tempos de duragdo da incubacgéo

enzimatica 1 h e 2 h a 27 °C, com agitagéo.

Numa fase seguinte a mistura resultante da digestdo dos tecidos pela solu¢éo
enzimatica foi passada através de um filtro de 70 um e foi centrifugada durante 5 minutos
a 100 g. Obteve-se um pellet que foi ressuspendido em 2 ml de solugéo de lavagem

procedeu-se a centrifugacao a 100 g, durante 5 minutos.

Na figura 9 estdo representados os procedimentos experimentais e o material
vegetal utilizados para o isolamento de protoplastos a partir de explantes foliares e

suspensdes de calli embriogénicos.
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Calo embriogénico

5 dias no escuro com agitagao

e —
Meio TP
N Filtro
\ Incubagdo Enzimatica
‘ (27 C, 30 rpm, escuro)
1h
™y 2h
Lavagem com s -
0,45 M manitol
2x

Solugdo enzimatica

Celulase 1 % [ Toum
Filtragdo a vacuo Driselase 0,4 %
Pectinase 0,04 % . ~
Filtrag&o
[
Centrifugagéo
100 g, S min

Contagem
-

: E
' Pellet

Ressuspender pellet
na solugéo de lavagem
100 g, S min

Figura 8 - Representacdo esquematica do isolamento e purificacdo de protoplastos a partir de

suspensdes celulares de calli embriogénicos.
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Figura 9 — Isolamento e purificacdo de protoplastos do mesdfilo foliar de tamarilho e tabaco e de
calli embriogénicos de tamarilho. Explantes foliares utilizados no isolamento de protoplastos de
tamarilho (A) e tabaco (B) apdés recolha a partir das plantas micropropagadas; e
subsequentemente em solugéo de pré-plasmolise (A1 e B1) e durante a incubacgéo enziméatica (A2
e By); Pellet obtido ap6s a primeira centrifugacéo (C) e sobreposi¢éo da solugdo com protoplastos
em camada de sacarose 0,5 M (D) para centrifugacéo em gradiente de densidade, da qual resulta
a purificacdo dos protoplastos em banda interfasica (E). Massas de 150 mg de calli embriogénico
CEL1 (F) e CE2 (G) submetidos a incubagé@o com solugdo enzimatica em tubos falcon (H); Pellet
obtido apos primeira centrifugagéo (I) para a purificacéo de protoplastos em pellet (J).
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2.3. Contagem e determinacdo da viabilidade dos

protoplastos

A densidade dos protoplastos em suspensao foi determinada recorrendo a um
hemocitbmetro (cadmara de Neubauer) com 2 camaras de contagem de 0,10 mm de
profundidade. Procedeu-se a contagem das células nos 5 quadrados de cada uma das
camaras (Fig. 9A) e no interior de cada quadrado, fez-se uma contagem em zig-zag
(Fig. 9B). Os protoplastos situados nos limites inferior e direito de cada quadrado, ndo

foram contabilizados (Fig. 9C).

Figura 10 — (A) Camara de contagem do hemocitémetro; (B) metodologia adotada na contagem

dos protoplastos; (C) limites de excluséo e inclusdo dos protoplastos na contagem.

A observacgéao foi feita num microscopio 6tico (Nikon Eclipse E400), sendo as

imagens captadas com uma camara Nikon Digital Sight DS-U1 e com o software Act-U.

Antes de proceder a cultura dos protoplastos verificou-se se 0s protoplastos
obtidos eram viaveis. A viabilidade permite verificar se as condi¢bes de isolamento e
purificacdo dos protoplastos séo as ideais e foi determinada usando o corante Evans
blue (Sigma-Aldrich) a 1 % (p/v). Assim, ressuspendeu-se suavemente 1 pl da solugao
de Evans blue com 25 ul da suspensao de protoplastos. Posteriormente aplicou-se 10

Ml em cada uma das camaras de contagem do hemocitometro.
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Apbs a contagem dos protoplastos totais e vidveis calcularam-se os seguintes
parametros: densidade (d); rendimento (n) e viabilidade.
A densidade é expressa em protoplastos/ml e traduz-se na seguinte férmula:

Y(protoplastos em 5 quadrados da cAmara de contagem) X 10*
d= —
5 X fator de diluigdo x 1/2

O célculo do namero total de protoplastos é dado pela seguinte formula:

#protoplastos = d X volume inicial da suspenséo de protoplastos (ml)

O rendimento do processo de isolamento e purificacdo de protoplastos é
expresso em protoplastos/g PF* e foi calculado para os protoplastos viaveis e totais de

acordo com a seguinte formula:

#protoplastos

L (PF) de material vegetal (g)

A viabilidade dos protoplastos foi estimada como a percentagem do nimero de
protoplastos viaveis relativamente ao numero total de protoplastos observados no

mesmo campo, recorrendo a seguinte formula:

o #protoplastos viaveis
%viabilidade = — X100
#protoplastos totais
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2.4. Cultura de protoplastos

No fim da contagem procedeu-se a diluicdo da suspensdo com meio de cultura
de forma a obter uma concentracédo de plagueamento de 5 — 7 x 10° protoplastos.ml™.
O volume de protoplastos obtido foi dividido de modo a ser distribuido por placas

multiwell para cultura sob a forma de droplets de agarose ou em meio liquido (Fig. 10).

Apbés as diluicdes, a 500 pl da suspensdo de protoplastos adicionou-se igual
volume do meio de cultura a testar gelificado com agarose “low melting” (Duchefa
Biochimie) a 1,2 % (p/v), previamente aquecido a 40 °C. Posteriormente em cada pogo
colocou-se 1 ml do respetivo meio de cultura (Fig. 11).

Na cultura de protoplastos obtidos a partir de explantes foliares foram testados
6 meios base (Tabela 1) com diferentes combinac¢des de reguladores do crescimento
(Tabela 2): Em todos os meios foi testada apenas uma combinacdo a excecdo dos
meios base B5 e MS a partir dos quais se testaram duas combinacdes diferentes de

reguladores de crescimento.

Para os protoplastos obtidos a partir de calli foram testados dois meios B5 e MS
ambos suplementados com 0,1 mg/l de 2,4-D, 1 mg/l de NAA e 1 mg/l de BAP.

Ap6s dois dias em cultura verificou-se a capacidade de os protoplastos
comecarem a produzir uma nova parede celular, através da utilizagéo de calcofluor white
a 0,1 % (p/v). Para isso, ressuspendeu-se 2,5 ul da solugao de calcofluor white com 50
Ml da suspenséao de protoplastos em cultura, colocou-se numa lamina e observou-se ao
microscopio de fluorescéncia Leica DM4000B (comprimento de onda de excitagdo 380;
comprimento de onda de emissdo 500-520) de forma a verificar a regeneragcdo da

parede celular. As imagens foram captadas com a cAmara Leica DFC295.

Passados 10 dias em cultura refrescou-se as culturas com o meio de cultura
inicial, mas sem manitol, e apos a formacdo de possiveis microcalos estes foram
transferidos para o meio solido respetivo e colocados sobre um papel de filtro dentro de
placas multiwell e foram feitas observacdes diarias de forma a detetar a formacao de

calos.
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Figura 11 — Representacao esquematica da cultura de protoplastos.
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Tabela 1 - Composicdo quimica da solugédo de pré-plasmdlise (K3 — sacarose a 0,4M) e dos

meios de cultura B5, MS, WPM, TB, SA e PIM utilizados no isolamento e cultura de protoplastos.

sa(|:<a3rose B5 MS WPM TB SA PIM
04 M
pH55 pH58 pH58 pH52 pH58 pH58 pHS5,6

Macronutrientes mag/l
KNO3 2500 2500 1900 950 1500 505
NH4NO3 250 1650 400 825 160
(NH4)2S0O4 134 134
CaClz » 2H20 900 150 440 72,5 220 500 440
MgSOQOa4 *» 7H20 250 250 370 180,54 1233 750 370
NaH2POs « 2H.0 150 150
KH2PO4 170 170 680 200 170
K2SO4 --- --- --- 990 - --- ---
Ca(NOs)2 * 4H20 471,26
Micronutrientes mg/l
MnSOa4 * H20 10 10 22,3 22,3 22,3 25 0,1
ZnSO4 *» 7TH20 2 2 8,6 8,6 8,6 5 1
HsBO4 3 3 6.2 6.2 6.2 10 1
Ki 0,75 0,75 0,83 0,83 0,01
NazMoOQ4 * 2H20 0,25 0,25 0,25 0,25 0,25 0,15
CuSOq4 * 5H20 0,025 0,025 0,025 0,25 0,025 0,015 0,03
CoClz * 6H20 0,025 0,025 0,025
CoS04 * 7H20 0,03
AICls 0,03
NiCl2 6H20 0,03
Fonte de Ferro mag/l
Na:EDTA « 2H20 37,3 37,3 37.3 37.3 37.3 35
FeSO4 + 7TH0 27,8 27,8 27.8 27.8 27.8 25
Citrato de ferro amoniacal 30
Compostos Orgéanicos mg/l
Glicina 2 2 1
Acido nicotinico 1 1 0,5 0,5 5
Piridoxina « HCI 1 1 0,5 0,5 0,5 1
Tiamina « HCI 10 10 0,1 1 1 2 1
Mio-inositol 100 100 100 100 100 1000 100
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Acido folico 0,5 0,2
Pantotenato de calcio 1
Biotina 0,05 0,01
Niacina 1
L-glutamina 250
L-serina 0,1
Hidrolisado caseina 1000
Piruvato sodio 20
Acido citrico 40
Acido malico 40
Acido fumérico 53,55
Acucares g/l

Xilose 0,25
Sacarose 136,92 10 10 20 10 0,06
Glucose 18 18 0,06 40
Manitol 100 100 100 127,5 0,29 60

Tabela 2 - Composi¢céo dos meios testados em termos de reguladores de crescimento

Referéncia

Meio base

Reguladores de crescimento

(mgll)
Meio 1 B5 0,12,4-D+1NAA+ 1BAP
Gamborg et al.,
. 1968
Meio 2 B5 3,0 NAA + 1,0 BAP
Meio 3 ] MS 0,12,4-D+ 1,0 NAA + 1,0 BAP
Murashige e
_ Skoog, 1962
Meio 4 MS 3,0 NAA + 1,0 BAP
Meio 5 Nagata e, 1971 B 3,0 NAA + 1,0 BAP
: Chupeau et al.,
Meio 6 2013 PIM 1,0 2,4-D
Meio 7 Upadhya,1975 SA 3,0 NAA + 1,0 BAP
Meiog |SMith © accown, WPM 4,0 NAA + 2,0 BAP
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RESULTADOS

3.1. Isolamento e purificacao de protoplastos

3.1.1. A partir de explantes foliares

No processo de isolamento de protoplastos a partir do mesofilo foliar, as
diferencas entre os diferentes tratamentos testados foram permitindo otimizar a
abordagem experimental a seguir. Nomeadamente, no que diz respeito as solucdes de
pré-plasmolise testadas, observaram-se diferencas bastante acentuadas em relacdo ao

namero de protoplastos obtido e ao seu comportamento apds o processo de isolamento.

Usando a solucédo de pré-plasmolise K3 — 0,4 M sacarose durante 10 min obteve-se
um reduzido nimero de protoplastos (1,35 + 0,29 x 10°) e grande parte apresentavam
sinais de rebentamento. Em contraste, a solu¢do 0,45 M de manitol durante 20 min,
permitiu obter um maior rendimento (7,75 + 6,74 x 10° protoplastos/g PF) e menos

rebentamento das células.

No que diz respeito a composicdo da solu¢do enzimatica, a solucdo com as
enzimas dissolvidas em 0,45 M manitol, 20 mM MES — KOH, 20 mM KCI, 0,1% (p/v)
BSA e 10 Mm CacCl; permitiu uma digestéo eficiente comprovada pela observacdo dos
tecidos digeridos ap0s a incubacdo enzimatica e pelo volume de pellet obtido logo apés
a primeira centrifugacdo, quando comparado com a solu¢cdo K3 — 0,4 M sacarose

utilizada na solucéo enzimatica.

Testou-se a purificagdo com adicdo da solucdo W5 antes da primeira
centrifugacéo e a lavagem dos protoplastos com essa mesma solugéo. E a purificagéo
usando uma camada de sacarose para obtencéo da banda interfasica e ressuspensao
dos protoplastos com solugéo de lavagem. No primeiro método de purificacdo utilizado
verificou-se que apos a sequéncia de centrifugagdes os protoplastos depositavam-se no
fundo do tubo, ndo havendo separacédo das células de interesse do restante material
ndo digerido, que se refletiu na auséncia da formacdo de uma banda interfasica bem
definida. No entanto, o segundo método de purificacdo, foi bastante eficiente
observando-se uma banda de protoplastos acima da camada de sacarose (Fig. 12A).
Ja na fase de lavagem, a ressuspensao dos protoplastos na solucdo de W5 em vez da
solucéo de lavagem levou a um menor volume final do pellet dos protoplastos isolados.

(Fig. 12B) e a um maior rebentamento das células (Fig. 12C).

Todo o procedimento subsequente foi efetuado de acordo com os resultados
positivos acima descritos, e que permitiram definir o método ideal de isolamento e

purificacdo de protoplastos a adotar.
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ApOs o isolamento e purificagdo em banda interfasica obtida em gradiente de
sacarose (Fig. 13A) os protoplastos apresentavam uma forma esférica com os
cloroplastos uniformemente distribuidos. Foi possivel determinar o rendimento e
viabilidade dos protoplastos de tabaco (sistema controlo) e tamarilho obtidos a partir de
1 grama de peso fresco de folhas jovens expandidas.

A determinagédo do rendimento dos protoplastos de tabaco (Fig. 13B) e tamarilho

(Fig.13C) foi realizada através da sua contagem em hemocitometro.

Figura 12 — Resultados obtidos a partir do primeiro método de purificagéo e lavagem com solucdo
W5. (A) Banda interfasica difusa; (B) pellet de protoplastos obtido; (C) rebentamento de

protoplastos.
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Figura 13 — Banda interfasica obtida apés a centrifugacdo de gradiente de densidade (A)
Protoplastos de tabaco (B) e tamarilho (C) da banda interfasica obtidos a partir de explantes

foliares. As barras correspondem a 100 um. Legenda: bi — banda interfasica.

Em termos de rendimento o tamarilho apresentou um valor superior (7,75 + 6,74
X 10° protoplastos/g PF) comparativamente com o tabaco (6,04 *+ 5,86 x 10°
protoplastos/g PF). Contudo, segundo o teste paramétrico t de Student os valores n&o

apresentaram diferencas significativas.

Apesar de o tamarilho apresentar maior rendimento de protoplastos, quanto as
percentagens de viabilidade o tabaco mostrou ter valores um pouco superiores.

Os protoplastos de tamarilho apresentam uma viabilidade de 56,78 + 19,97 %
enquanto os do tabaco tém uma percentagem de viabilidade de 61,29 + 13,13 %.
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De acordo com o teste paramétrico t de Student os valores ndo apresentaram

diferengas significativas.

A determinacao da viabilidade (Fig. 14) foi conseguida através do corante de
exclusdo Evans blue que permitiu distinguir protoplastos viaveis dos ndo viaveis. Os
protoplastos ndo viaveis apresentavam uma coloragdo azul escura enquanto os viaveis

ndo apresentavam coloragéo devida ao corante (Fig. 15).
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Figura 14 — (A) Rendimento médio dos protoplastos obtidos a partir de explantes foliares de
tabaco e tamarilho. Os valores correspondem a média + desvio padrdo de 18 réplicas. (B)
Viabilidade dos protoplastos de tabaco e tamarilho obtidos a partir de explantes foliares. Os

valores correspondem a média + desvio padrao
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Figura 15 - Protoplastos de tabaco (A) e tamarilho (B) obtidos a partir de explantes foliares
corados com Evans blue. As barras correspondem a 100 um. Legenda: v- viavel; nv- ndo viavel.

43 |Pdagina



RESULTADOS

3.1.2. A partir de suspensoes celulares de calli embriogénicos

O método de isolamento e purificacdo usado mostrou ser bastante eficiente, uma
vez que se traduziu num bom rendimento de protoplastos. A incubacdo enziméatica
durante 2 horas permitiu uma quase completa digestdo dos tecidos, o0 que nédo

aconteceu quando o periodo de incubacéo foi de 1 hora.

O rendimento dos protoplastos obtidos a partir de suspensdes celulares de calli
de origem embriogénica foi também determinado através da sua contagem em

hemocitémetro.

Na figura 16 é possivel observar o aspeto dos protoplastos isolados com o seu
formato esférico caracteristico mas sdo também visiveis algumas células com forma
alongada que correspondem a células cuja parede celular ndo foi totalmente digerida.
Os dados mostraram igualmente que a obtencao de protoplastos a partir de suspensdes
celulares de calli era acompanhada por uma maior quantidade de residuos,
comparativamente aos observados para os protoplastos foliares, resultantes das
diferencas a nivel dos processos de purificacdo utilizados.
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Figura 16 — Protoplastos obtidos a partir de suspensdes celulares de calli embriogénicos CE1 (A)
e CE2 (B). As barras correspondem a 100 ym. Legenda: p- protoplasto, c- célula com parede
celular ndo digerida.

O rendimento do processo de isolamento e purificacdo (Fig. 17) foi sempre
bastante superior para a linha de calo CE2, apesar de essa diferenca ndo ser
estatisticamente significativa de acordo com o teste t. A acentuada diferenca de valores
de rendimento de CE1 (5,64 + 1,16 x 10° protoplastos/g PF) e CE2 (1,80 + 0,94 x 10°
protoplastos/g PF), permitiu optar pela linha CE2 para as etapas subsequentes do
trabalho.
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Figura 17 - Rendimento dos protoplastos obtidos a partir suspensdes celulares de calo
embriogénico 1 (CE1) e calo embriogénico 2 (CE2). 92n=>3

A semelhanca do método de determinacdo da viabilidade utilizado para
protoplastos isolados a partir de explantes foliares, também para os protoplastos obtidos
a partir de suspensdes celulares de calli embriogénicos recorreu-se ao corante Evans
blue (Fig. 18). A percentagem de viabilidade de CE2 foi de 52,31 + 9,67 %.
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Figura 18 - Protoplastos de CE2 corados com Evans blue. As barras correspondem a 100 ym.

Legenda: pv- protoplasto viavel, ci- célula com parede celular ndo digerida nao viavel.
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3.2. Cultura de protoplastos

3.2.1. Obtidos a partir de explantes foliares

Ap6s 7 dias de cultura (Fig. 19 A-H) as condi¢gbes experimentais para as quais
se observava uma maior evolucdo das culturas de protoplastos de tabaco foram B5 +
0,1 mg/l de 2,4-D + 1 mg/l de NAA + 1 mg/l de BAP (Fig. 19.A), TB + 3 mg/l de NAA + 1
mg/l de BAP (Fig. 19E) e PIM + 1 mg/l de 2,4-D (Fig. 19F). Em todos estes 3 meios de
cultura foram observados sinais de sintese da parede celular e divisdes celulares (Fig.
19AE,F — setas pretas). Os restantes meios afetaram negativamente as células

observando-se sinais de variagdes do volume celular e rebentamento.

J& para os protoplastos de tamarilho,ao fim de 7 dias de cultura (Fig. 20A-H),
apenas no meio B5 + 0,1 mg/l de 2,4-D + 1 mg/l de NAA + 1 mg/l de BAP os protoplastos
apresentaram avangos positivos, como a regeneragdo da parede celular e divisdes
celulares (Fig. 20A). Para os restantes meios de cultura a maior parte das celulas
libertou o seu citoplasma para o meio (rebentamento), observando-se apenas células

alteradas, com uma cor escura e sem evolugéo.

Todo o procedimento subsequente foi efetuado tendo em conta apenas 0 meio
B5 + 0,1 mg/l de 2,4-D + 1 mg/l de NAA + 1 mg/l de BAP, uma vez que foi o inico meio

de cultura que apresentou sinais de evolucao tanto no tamarilho como no tabaco.
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Figura 19 - Protoplastos de tabaco apds 7 dias em diferentes meios de cultura. A (B5 + 0,1
2,4-D + 1 NAA + 1 BAP); B (B5 + 3 NAA + 1 BAP); C(MS + 0,1 2,4-D + 1 NAA + 1 BAP); D
(MS + 3 NAA + 1 BAP); E (TB + 3 NAA + 1 BAP); F (PIM + 1 2,4-D); G (SA + 3 NAA + 1 BAP);
H (WPM + 4 NAA + 2 BAP). Bar = 100 pm.
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Figura 20 - Protoplastos de tamarilho ap6s 7 dias em diferentes meios de cultura. A (B5 +
0,12,4-D + 1 NAA + 1 BAP); B (B5 + 3 NAA + 1 BAP); C (MS + 0,1 2,4-D + 1 NAA + 1 BAP);
D (MS + 3 NAA + 1 BAP); E (TB + 3 NAA + 1 BAP); F (PIM + 1 2,4-D); G (SA + 3NAA + 1
BAP); H (WPM + 4 NAA + 2 BAP). Bar = 100 um.
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Dois a trés dias apés o isolamento, tanto nas culturas de tabaco como de
tamarilno no meio de cultura B5S + 0,1 mg/l de 2,4-D + 1 mg/l de NAA + 1 mg/l de BAP
ja eram notérios os sinais de evolucao das células. Os protoplastos mudaram de forma,
aumentaram o volume e os cloroplastos, presentes em abundancia ap6s o isolamento,
comecaram a desaparecer. Comecaram também a ser visiveis bandas citoplasmaticas
claras de deposicéo de celulose, que indicavam o inicio da formacao de parede celular
(Fig. 21 A e B).

O processo de ressintese de celulose em protoplastos em cultura ndo foi
sincrono, e estégios distintos puderam ser observados. Nas Figuras 20 A e B sdo
visiveis alguns protoplastos que ndo apresentaram reacao ao calcofluor white (Fig. 21
A e B, setas vermelhas), indicando que as paredes celulares foram completamente
degradadas e que a celulose nao foi ressintetizada. No entanto nas mesmas figuras
observaram-se também protoplastos com zonas marcadas, indicando pontos iniciais de

reconstrucdo da parede celular (Fig. 21 A e B, setas brancas).
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Figura 21 — Protoplastos de tamarilho (A) e tabaco (B) apds 2 dias de cultura em meio
B5+0,12,4-D + 1 NAA + 1 BAP. Bar= 100 pm.
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Os protoplastos incorporados em droplets de agarose (meio semi-solido) (Fig.
22) apresentaram uma distribuicdo bastante aleatéria, aparecendo muitas vezes
isolados e dispersos nas primeiras semanas de cultura em meio B5 suplementado com
0,1 mg/l de 2,4-D + 1 mg/l de NAA + 1 mg/l de BAP (Fig. 22A). S6 foi observada a
formacdo de alguns agregados celulares (microcoldnias) apos 30 dias (Fig. 22B). No
entanto, estas divisdes iniciais ndo tiveram continuidade uma vez que ao longo do tempo
nao se observaram sinais da sua evolucdo. Nos restantes meios de cultura as células
apresentaram-se dispersas e tiveram comportamento semelhante em relacdo ao
respetivo meio liquido, ou seja, apresentaram uma cor bastante escura e um formato
irregular causado pelo rebentamento celular. O comportamento dos protoplastos

cultivados em droplets foi muito semelhante em tamarilho e no tabaco.

s

e °

Figura 22 — Protoplastos de tamarilhno em droplets em meio B5 + 0,1 2,4-D + 1 NAA + 1 BAP.
(A) Ap6s 15 dias de cultura. (B) Apds 30 dias de cultura. Bar= 100 ym.

As figuras 23 e 24 mostram protoplastos marcados com calcofluor white apés 7
dias em meio B5 + 0,1 mg/l de 2,4-D + 1 mg/l de NAA + 1 mg/l de BAP, onde foi possivel
observar a distribuicdo uniforme da celulose sobre a superficie celular, o que indica a
completa reconstrucao da parede celular e, em alguns protoplastos era visivel era visivel
a formacdo de uma nova parede celular resultante da citocinese, durante a divisdo
celular (Fig. 23 e 24, setas vermelhas). Esta evolugéo das células foi observada tanto
em tabaco como em tamarilho, apesar de as divisbes celulares aparecerem em maior

namero para as células de tabaco.
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Figura 23 — Protoplastos de tabaco marcados com calcofluor white apés 7 dias em meio B5
+ 0,1 2,4-D + 1 NAA + 1 BAP. As barras correspondem a 100 p.
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Figura 24 - Protoplastos de tamarilho marcados com calcofluor white apés 7 dias em meio B5 +
0,12,4-D + 1 NAA + 1 BAP. As barras correspondem a 100 um.

Na figura 20 A-E estao representadas imagens que demonstram a evolucéo dos
protoplastos de tamarilho desde a fase final do isolamento (Fig. 20A) onde as células
aparecem com os cloroplastos distribuidos até a agregacao das células formando
microcol6nias ap6s 15 dias de cultura (Fig. 20E). Tendo passado pela reconstrucéo de
parede celular, visivel ao segundo dia de cultura em que os cloroplastos ja se encontram
concentrados sobre um lado das células (Fig. 20C), pelas divisdes celulares observadas

ao fim de sete dias de cultura (Fig. 20D).
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Figura 25 — Evolucéo dos protoplastos de tamarilho em meio B5 + 0,1 2,4-D + 1 NAA + 1 BAP.
(A) Protoplastos isolados a partir de explantes foliares. (B) Protoplastos corados com Evans
blue para determinacéo da viabilidade. (C) Protoplastos com parede celular apds 2 dias em
cultura. (D) Protoplastos em divisdo celular apds 7 dias em cultura. (E) Formacdo de

microcolénias ao fim de 15 dias. Bar = 100 ym.

54| Padgina



RESULTADOS

3.2.1. Obtidos a partir de suspensdes celulares de calli embriogénicos

Nos dois meios testados (B5 e MS suplementados com 0,1 mg/l de 2,4-D + 1
mg/l de NAA + 1 mg/l de BAP) foi observada uma evolugéo similar ao longo do tempo,
ou seja, 0s protoplastos apresentaram comportamentos muito semelhantes em ambos

0S meios.

A evolucéao dos protoplastos isolados a partir de suspensdes celulares de CE2
foi um pouco mais rapida comparativamente com os protoplastos isolados a partir de
explantes foliares. Dois dias apds a cultura em meio MS (Fig. 26A) e B5S com 0,1 mg/I
de 2,4-D + 1 mg/l de NAA + 1 mg/l de BAP (Fig. 26B) para além de a maioria das células
jater completado o processo de ressintese da parede celular foram também observadas

as primeiras divisdes celulares.

Figura 26 - Protoplastos obtidos a partir de suspens@es celulares de CE2 marcados com
calcofluor white apos 2 dias em meio de cultura MS 0,1 2,4-D + 1 NAA + 1 BAP (A) e B5 + 0,1
2,4-D + 1 NAA + 1 BAP (B). As barras correspondem a 100 ym.
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Ao fim de 7 dias através da colocagdo com calcofluor white, nos meios MS (Fig.
27) e B5 (Fig. 28) suplementados com 0,1 mg/l de 2,4-D + 1 mg/l de NAA + 1 mg/l de
BAP grande parte das células estavam em divisdo e tinham um aspeto viavel, o que
demonstra um comportamento positivo em relagdo aos meios de cultura testados. No
entanto para além destas divis6es as células ao longo do tempo ndo houve progresséo

para a formacao de microcolénias.

Quanto aos protoplastos colocados em meio de cultura semi-solido MS e B5 com
0,1 mg/l de 2,4-D + 1 mg/l de NAA + 1 mg/l de BAP gelificado com agarose n&o houve
guaisquer desenvolvimentos, isto é, ndo foram detetados sinais de restruturacdo de
parede celular nem aparecimento de células em divisdo. As células apresentaram-se

dispersas e sem sinais de evolugéo.
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Figura 27 — Protoplastos obtidos a partir de suspensfes celulares de CE2 marcados com
calcofluor white ap6s 7 dias em meio MS + 0,1 2,4-D + 1 NAA + 1 BAP. As barras correspondem

a 100 ym.
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Figura 28 - Protoplastos obtidos a partir de suspensdes celulares de CE2 marcados com
calcofluor white ap6s 7 dias em meio B5 + 0,1 2,4-D + 1 NAA + 1 BAP. As barras

correspondem a 100 ym.
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A regeneracdo de protoplastos envolve varios passos consecutivos e depende
de multiplos parametros incluindo o material vegetal utilizado, a sua proveniéncia, o tipo
de cultura, o método de isolamento de protoplastos, a densidade de protoplastos, a
composicdo do meio e as condi¢cdes de cultura (Davey et al., 2005; Eeckhaut et al.,
2013). Assim sendo, o desenvolvimento de um protocolo sustentado para a regeneracao
de protoplastos bem sucedida requer a andlise de varias condi¢bes para cada uma das
etapas executadas (Chupeau et al.,, 1993). Para além disso, o isolamento de
protoplastos € um processo indutor de stresse (Papadakis et al., 2001; Papadakis e
Roubelakis-Angelakis, 2002), em que a acumulacao de produtos residuais pode induzir

a destruicdo das células (Barcel6 et al., 2019).

A capacidade de isolar um elevado numero de protoplastos saudaveis permite
uma cultura bem sucedida e o desenvolvimento de um sistema de cultura eficiente
(Rahmani et al. 2016). No entanto, 0 seu estabelecimento é influenciado por muitos
fatores, como o0 gendotipo, o estado fisioldgico e condi¢des de crescimento do tecido de
origem do protoplasto, isolamento de protoplastos e composi¢cao do meio (Davey et al.,
2005; Eeckhaut et al., 2013). O rendimento e a viabilidade podem também ser
fortemente influenciados por outras variaveis como a osmolaridade das solucfes
enzimatica e de cultura, o tipo e concentracdo das enzimas, a incubacao enzimatica
(temperatura e duracdo), métodos de purificacdo, densidade de plaqueamento e
suplemento dos meios de cultura (nomeadamente o tipo de auxinas e citocininas)
(Kikuta et al., 1986; Pongchawee et al., 2006; Zhang et al., 2011; Tudses et al., 2015).

4.1. Isolamento e purificacdo de protoplastos

A densidade celular é um fator chave para a regeneracdo de protoplastos
(Potrykus e Shillito, 1986; Bhojwani e Dantu, 2013) e a alta densidade celular facilita o
contacto entre as células e estimula o crescimento de células adjacentes ao libertar
fatores de crescimento, um fenémeno conhecido como condicionamento do meio
(Morgan, 1999; Davey et al., 2005).

Durante o isolamento dos tecidos dadores os protoplastos sofrem varios
stresses, resultando em danos fisicos e na modificacdo das propriedades fisiolégicas

das células, refletidas na reducéo da sua viabilidade (Kietkowska e Adamus, 2018).
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Neste contexto, a diminuicdo da viabilidade dos protoplastos pode ser resultado
de diversos fatores como do dano nas membranas plasméticas durante a digestao e
purificagdo (Watanabe et al., 2002) e do stresse osmotico ou oxidativo durante o
isolamento e estabelecimento da cultura (Tiburcio et al., 1986). Estas observacdes
podem explicar a acentuada diferen¢a do rendimento obtido em relagdo ao nimero de
protoplastos viaveis determinado através do corante Evans blue nos ensaios realizados.
Este corante permite obter uma coloragéo diferencial das células, ou seja, protoplastos
vidveis ndo apresentam colora¢do enquanto as células mortas se apresentam coradas
de azul (Ling et al., 2010).

Diversos dados experimentais tém demonstrado que um aumento rapido e
irreversivel da permeabilidade das membranas plasmaticas resulta no rebentamento de
protoplastos, expulsédo de eletrdlitos das células e, muitas vezes, morte celular (Nolte et
al., 1990; Lung et al., 2012).

Em alguns casos, os protoplastos inicialmente detetados como viaveis perdem
a capacidade de regenerar as paredes celulares (regeneracdo perturbada incompleta)
e de se dividirem (Kietkowska e Adamus, 2018), podendo este facto explicar o
desaparecimento de alguns aglomerados de células observados nos nossos ensaios
durante a contagem. No entanto, Navratilova e colaboradores (2000) observaram que o
dano induzido pela cultura poderia ser minimizado pela modificagdo dos tratamentos
enzimaticos ou pela reducédo do tempo de exposi¢do a solucdo enzimatica. Estes sdo
dois fatores cruciais para a obtencao de protoplastos viaveis quando se trabalha em

diversos tecidos de espécies de plantas diferentes (Chamani et al., 2012).

Hahne e colaboradores (1990) provaram que uma elevada densidade dos
protoplastos € importante porque influencia o inicio da divisdo celular (Davey et al.,
2000). Segundo Davey e colaboradores (2005) a densidade de plagueamento dos
protoplastos desempenha um papel importante tanto na divisdo celular como nha
subsequente formacao de colénias. Nos nossos ensaios a densidade de protoplastos
foi relativamente elevada e as células evoluiram, por isso a densidade pode realmente
ter sido um fator influenciador na evolucéo positiva dos protoplastos levando a divisédo

e formacado de microcoldnias.

A proporcéo de protoplastos depende, entre outras coisas, do tecido dador de
protoplastos, o procedimento de isolamento e manutenc¢éo da cultura (Davey et al. 2005;
Kietkowska e Adamus, 2012). Nesses casos, sdo usados diferentes suplementos para
promover a viabilidade celular e num estudo realizado por Kietkowska e Adamus (2018)

em B. oleracea, no qual foi testada a presenca de PSK-a (phytosulfokine—a), os
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resultados mostraram um efeito dose-dependente de PSK na viabilidade celular. A
incorporacao deste suplemento nas culturas de protoplastos de tamarilho podera ser um
fator a considerar para melhores resultados de viabilidade dos protoplastos em ensaios

futuros.

A concentracdo e o0 tipo de estabilizador osmético necesséario para um
isolamento bem sucedido de protoplastos varia com as espécies de plantas e condi¢bes
de crescimento (Tahami e Chamani, 2016). A osmolaridade deve ser considerada como
o primeiro indicador para a obtencdo de elevados rendimento e viabilidade de
protoplastos, independentemente do tipo de estabilizador osmético escolhido
(Rezazadeh e Niedz, 2015). Um pré-tratamento por plasmélise dos explantes foliares €
essencial, na medida em que leva a separacao da parede do restante contetdo celular,
facilitando a sua digestdo enzimatica (Shiba e Mii, 2005). Dessa forma, uma pré-
plasmolise com o mesmo agente osmotico da solugdo enzimatica é considerada
benéfica na manutencgéo da viabilidade dos protoplastos e reducdo da fusédo espontanea
durante o tratamento enzimatico (Davey et al., 2005), o que pode explicar a solugéo de
0,45 M de manitol ter demonstrado melhores resultados que a solugdo W5 — 0,4 M
sacarose utilizada como solugéo de pré-plasmalise no tamarilho, uma vez que também

a solugdo enzimatica continha o manitol como estabilizador osmético.

Outro fator importante para o sucesso da regeneracdo de protoplastos em
plantas é o material de origem para isolamento de protoplastos (Bruznican, et al., 2017).
As suspensdes de células sao muitas vezes uma fonte adequada para o isolamento de
protoplastos com boa capacidade de regeneracdo. De facto, as suspensdes celulares
mostraram-se muito mais adequadas para a regeneracao de protoplastos do que outros
tecidos nos casos de Zea (Prioli e Sondahl 1989), Hordeum (Funatsuki et al. 1992),
Oriza (Jain et al. 1995), Allium (Buiteveld et al. 1998) ou Musa (Assani et al. 2002).

No trabalho realizado em tamarilho usou-se uma suspensao de células
embriogénicas como fonte de protoplastos, da mesma forma que em outros estudos
com outras espécies (Guo et al., 2007; Mehpara et al., 2012). Trabalhos anteriores com
calo embriogénico e ndo embriogénico de tamarilho determinaram as condi¢des de
crescimento destas células em suspensdao celular (Alves, 2012). Uma suspenséo celular
€ considerada uma populacdo de células isoladas, ou em pequenos aglomerados,
constituindo uma forma mais conveniente para a extracdo em grande escala de
metabolitos e para estudos a nivel celular e molecular (Mustafa et al., 2011). Nestas
condigBes, as células crescem em agitacdo, permitindo uma melhor oxigenagéo, o que
evita a agregacéo celular (Chawla, 2010), e permite um melhor contacto com o meio,

facilitando a absorgéo dos nutrientes (Canhoto, 2010).
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As suspensdes de células tém sido amplamente relatadas como sendo um
material de boa fonte para o isolamento bem sucedido de protoplastos em véarios dos
géneros de plantas investigados (Masani et al., 2013). Neste contexto Bhojwani e
Razdan (1996) demonstraram que para a obtenc&o de protoplastos ndo devem ser
utilizadas culturas de células em suspenséo que se encontrem numa fase estacionaria
de crescimento, uma vez que tendem a formar agregados celulares densos, cujas
células de maiores dimensBes possuem uma parede espessa de dificil digestdo

enzimatica.

\

Quanto a citologia dos protoplastos isolados, no presente estudo foram
observadas diferencas no tamanho e estrutura interna das células, resultados que vao
de encontro aos observados em outros estudos (Masuda, 1989). Estas diferencas
podem ser atribuidas a estrutura complexa de agrupamentos de células em crescimento
gue incluem uma regido meristematica e outras células do parénquima, tendo sido
encontrados caracteristicamente em suspensdes celulares embriogénicas (Jones, 1974;
Vasil e Vasil, 1982).

A fim de sustentar a estrutura e funcdo dos protoplastos, estes séo libertados
das células através do tratamento com solu¢des enzimaticas de degradacéo da parede
celular e estabilizadores osméticos (Zhang et al., 2011). O uso de enzimas de
degradacdo da parede celular tornou possivel isolar protoplastos viaveis em grande
numero para fins experimentais (Duquenne et al., 2007). Neste trabalho, a incubagéo
de protoplastos obtidos a partir de suspensdes celulares de calli embriogénicos durante
duas horas em solucdo enzimatica foi considerada 6tima para o isolamento de
protoplastos viaveis. Como o0s protoplastos sao frageis e sensiveis a digestdo
enzimatica, a incubacao prolongada na solucdo da enzima leva a quebra e disfuncao do

protoplasto, embora o rendimento seja frequentemente alto (Tudses et al., 2014).

4.2. Cultura de protoplastos

Os reguladores de crescimento de plantas, como as auxinas e as citocininas,
desempenham um papel central na divisdo eficiente de protoplastos. Todavia, as
concentracdes e combinagbes destas hormonas precisam de ser otimizadas em cada
etapa do desenvolvimento de protoplastos e para cada espécie e tipo celular (Davey et
al., 2005).
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No caso do tamarilho os resultados indicaram que entre os reguladores de
crescimento testados a combinagédo de 1 mg/l de BAP e 1 mg/l de 2,4-D promoveu a
divisdo de protoplastos. Este resultado coincide com observagdes anteriores em que a
presenca simultanea de auxina e a citocinina em alta concentragdo eram relativamente
eficazes para a divisdo celular em protoplastos de petunia (Oh e Kim, 1994) e em
protoplastos de uma suspensao celular de Allium cepa (Karim e Adachi, 1997). Em
estudos realizados com protoplastos isolados de rosa, a combinacdo de NAA e BAP
mostrou ser mais eficiente para a regeneracéo de microcalos (Marchant et al., 1997).

Jin Cui e colaboradores (2019), concluiram que uma menor concentracdo de
NAA teve um efeito positivo na formagéo de calos em Kalanchoe blossfeldiana, o que
comprova 0s resultados positivos deste trabalho observados em culturas de
protoplastos com meio B5 suplementado com 1 mg/l de BAP, 0,1 mg/l de 2,4-D e 1mg/L
de NAA, que levaram a formag&o de massas celulares visiveis em compara¢cdo com 0s
meios suplementados com 3 mg/L NAA que ndo mostram qualquer evolugdo no seu

comportamento.

Quanto as concentragdes utilizadas nos ensaios realizados neste trabalho, no
meio de cultura inicial, uma quantidade igual de BAP e NAA na presenca de uma baixa
guantidade de 2,4-D foi favoravel. Dietert et al. (1982) também registaram um melhor
crescimento de calos na presenga de uma baixa concentracdo de 2,4-D. No entanto,
segundo Glimelius (1984) e Kohlenbach et al. (1982), uma quantidade elevada de 2,4-
D é essencial para a divisdo celular e proliferacao de calos. De acordo com os resultados
obtidos para o tamarilho, esta Ultima opinido ndo foi evidente, podendo estar

possivelmente ligado ao nivel endégeno de auxinas no material vegetal usado.

Segundo estudos realizados por Arturo et al. (2016), a combinacdo BAP e 2,4-D
levou a uma melhor proliferacéo celular em Rubus glaucus. No presente estudo, a esta
combinacdo adicionamos também o NAA. Logo, apesar de termos obtido resultados
favoraveis na presenca destes dois reguladores néo foi testado o comportamento das

células apenas na presenca destes dois, sem o NAA.

Como resultado de diversos estudos, comprovou-se que diferentes
concentracdes de 2,4-D resultam em aspetos diferentes das células, ou seja, células
expostas a altas concentracgdes de 2,4-D permanecem pequenas com citoplasma denso
e podem-se transformar em aglomerados de células pro-embriogénicas, enquanto
protoplastos cultivados em baixa concentracdo de auxina alongam-se e

subsequentemente morrem ou formam colonias de células indiferenciadas (Domoki et
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al., 2006). No nosso estudo, uma baixa concentracdo de 2,4-D permitiu a agregacao

das células formando microcoldnias.

De acordo com Bridgen (2018), a concentracao do estabilizador osmotico deve
ser gradualmente diminuida e os calli formados sao geralmente transferidos para meios
semi-soélidos ou sélidos. Este meio deve ser complementado com reguladores de
crescimento, proporcionando um equilibrio de auxina/citocinina, o que vai de encontro

ao protocolo utilizado nos ensaios.

Neste estudo, o aumento no volume celular, bem como a alteracéo da disposicao
dos cloroplastos precederam a divisédo celular, como foi observado em protoplastos de
Nicotiana tabacum (Nagata e Takebe, 1970). Para além deste rearranjo das células os
cloroplastos também se tornaram menos distintos e eram dificeis de distinguir apés
varias divisdes celulares. Um comportamento similar de cloroplastos foi relatado nas
células de mesdfilo ativamente divididas de Macleaya cultivadas in vitro (Kohlenbach,
1966). George (2008) verificou que os cloroplastos nos protoplastos derivados do
mesofilo foliar perdem a sua integridade e desaparecem a medida que a formagéo do

microcallus prossegue.

Os resultados da cultura de protoplastos em tamarilho mostraram que, apds uma
semana de cultura, praticamente todos os protoplastos sobreviventes sofreram divisdo
e alguns desenvolveram-se em peguenas coldnias. No entanto, alguns dos protoplastos
inicialmente vivos tinham colapsado sem sofrer divisdo celular, resultados estes que vao
de encontro aos obtidos em estudos de protoplastos de Nicotiana tabacum (Nagata,
1971).

Em muitos dos meios testados nos nossos ensaios as células ndo se
conseguiram adaptar e ndo foram observadas evolugdes. Trabalhos realizados por
Arturo et al. (2016) em Rubus glaucus, mostraram que o acido giberélico na
concentracao de 0,5 ppm permite uma adaptacao celular no meio de cultura liquido. No
nosso estudo a adicdo de acido giberélico néo foi testada, no entanto pelos resultados
positivos obtidos noutras pesquisas podera ser algo a otimizar em abordagens futuras,

de forma a garantir a adaptacéo das células ao meio e as divisdes celulares.

Tanto as divisbes mitéticas como a rapidez na sintese da parede celular nas
fases iniciais da cultura séo cruciais para o desenvolvimento bem sucedido de sistemas
de recuperagédo de “protoplastos para plantas” (Davey et al., 2000). A divisdo dos
protoplastos foi bastante frequente em meio liquido, semelhante ao relatado em outros
estudos (Tahami et al., 2014).
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Neste estudo, foram testados dois meios base com uma combinacéo de 2,4-D,
NAA e BAP, a partir da qual se obtiveram divisdes celulares, no entanto o eficiente
sistema de regeneracgdo de plantas a partir de culturas embriogénicas de suspenséo de
Curcuma longa foi estabelecido pelo tratamento combinacional de TDZ (Thidiazuron) e
BAP (Jie, 2019).

Ali e colaboradores (2018) obtiveram protoplastos em divisdo em meio MS
liquido suplementado com NAA e BAP, o que coincide com 0s nossos resultados. Isto
pode reforcar a forte influéncia destes dois reguladores de crescimento na divisdo
celular. Nesse estudo, apés a divisdo dos protoplastos, os agregados celulares foram
transferidos para meio suplementado com 2,4-D, onde obtiveram a formag&do de
microcolonias e calos (Ali et al., 2018), o0 que néo vai de encontro aos resultados obtidos
no nosso ensaio. No entanto ndo foi testado o meio apenas com 2,4-D mas sim a

combinacéo dos trés reguladores, o que pode justificar a auséncia da formacao de calos.

O uso de agentes gelificantes para a cultura de protoplastos previne a agregagao
celular, estabiliza as membranas e reduz a difusdo dos precursores da parede fora dos
protoplastos (Shillito et al., 1983; Chen et al., 1988; Eeckhaut et al., 2013).

Em varios estudos foi provado que o escurecimento das células ocorre com
maior frequéncia em meios solidificados em agarose do que em meio liquido, o que
coincide com 0s nossos resultados. Este escurecimento € provavelmente causado pela
oxidacdo de compostos fendlicos, que sao libertados de células vegetais cultivadas no
meio (Saxena e Gill, 1986). Esta oxidacdo provoca danos severos as células levando a
interrupcao do seu crescimento e inibicdo da divisdo de outros protoplastos saudaveis
gue se encontram nas proximidades. No entanto, em meio liquido, a acumulacéo desses
compostos toxicos pode ser diluida (Duquenne et al., 2007), mostrando assim menos
escurecimento (Tahami et al., 2014). Esta explicacéo pode justificar a evolucéo positiva
dos protoplastos cultivados em meio liquido e o insucesso das culturas de protoplastos

em droplets.
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A obtencéo de protoplastos tem vindo a dar um contributo assinalavel para a
cultura de células vegetais e como tal pode ser considerada como uma ferramenta
importante para o melhoramento do tamarilho, na medida em que constituem um passo
prévio a vérias técnicas de manipulacdo genética, nomeadamente hibridacdo somatica

(por fusdo de protoplastos) e transformacao genética.

A realizag&o deste trabalho permitiu otimizar um protocolo para o isolamento e
purificagdo de protoplastos de tamarilho a partir de diferentes explantes. Através da
comparacao entre todos os tratamentos aplicados aos explantes foliares, definiu-se
como tratamento mais eficiente o que envolveu: i) solucao pré-plasmolise de 0,45 M de
manitol; ii) incubagé@o em solugéo pré-plasmolise 20 min a 27 °C e 30 rpm, NO escuro;
i) isolamento de protoplastos em solu¢cdo enzimatica constituida por celulase a 2 %
(w/v) e macerozima a 0,5 % (p/v), em solugéo tampéo que contém 0,45 M manitol, 20
mM MES — KOH, 20 mM KCI, 0,1 % (p/v) BSA e 10 Mm CaCl; (a pH 5,7); iv)
centrifugacéo por gradiente de densidade a 145 g durante 10 minutos, com obtencao de
protoplastos em banda interfasica acima de uma camada de 0,5 M de sacarose. Este

procedimento permitiu obter rendimentos de 7,75 + 6,74 x 10° protoplastos/g PF.

Para protoplastos isolados e purificados a partir de suspensdes celulares de calli
embriogénicos definiu-se igualmente o procedimento mais eficiente tendo em conta os
rendimentos mais elevados obtidos (6,692 + 4,2110 x 10° protoplastos / g PF) e
envolveu: i) digestdo enzimatica em solugdo enzimética constituida por celulase a 1 %
(p/v), driselase a 0,4 % (p/v) e pectinase a 0,04 % (p/v), em solucdo tampao (a pH 5,7);
ii) incubacao enzimética de 2 horas a 27 °C e 30 rpm, no escuro e iii) purificacao dos
protoplastos por centrifugacdo a 100 g durante 10 minutos, seguida de outra
centrifugacdo a 100 g, 5 minutos, com obtenc&o dos protoplastos em pellet.

O meio de cultura liqguido mostrou ser mais eficiente do que o meio semi-solido
(agarose), tanto em protoplastos isolados a partir de explantes foliares como obtidos a
partir de suspensdes celulares de calli embriogénicos. Em protoplastos obtidos a partir
de explantes foliares de tamarilho o meio B5 liquido que incluiu a combinacao de 1 mg/l
de NAA, 1 mg/l de BAP e 0,1 mg/l de 2,4-D foi o que proporcionou uma maior evolucao
das células e estimulou a regeneracao da parede celular, a divisdo celular, formacgéo de

microcoldnias e o aparecimento de massas celulares visiveis ao fim de 1 més de cultura.
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Apesar dos resultados obtidos terem sido bastante positivos neste estudo nao
foi ainda possivel estabelecer um protocolo eficiente de cultura de protoplastos com
vista a regeneracdo de plantas de tamarilho, uma vez que as condigBes necessarias
para a cultura dos protoplastos isolados carecem ainda de investigacao futura. No
entanto, conseguimos a concretizacdo de 3 dos objetivos definidos: i) o isolamento e
purificacdo de protoplastos viaveis; ii) a inducdo da regeneracao da parede celular e iii)

a estimulagéo da divisdo celular.

Em trabalhos futuros seria importante testar novos meios de cultura com
diferentes reguladores de crescimento e concentracdes testados em outros estudos
como é o caso do acido giberélico e o TDZ.

Do ponto de vista do melhoramento de S. betaceum, a obtencéo de protoplastos
provenientes de plantas de diferentes gendtipos pode ter um grande potencial
biotecnoldgico pela sua aplicagéo na obteng&o mais eficaz de hibridos intraespecificos
que redunam caracteristicas de gendtipos de interesse bem como na importante

aplicacdo em analises moleculares e na regeneracdo de transformantes.
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