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Segue o teu destino,
Rega as tuas plantas,
Ama as tuas rosas.

O resto € a sombra

De arvores alheias.
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RESUMO

O tamarilho (Solanum betaceum Cav.) é uma espécie arbdrea de pequeno porte,
pertencente a familia Solanaceae, e que apresenta caracteristicas econdémicas, nutricionais e
biotecnologicas bastante interessantes. No entanto, as populacfes naturais desta espécie
possuem uma baixa variabilidade genética, a qual ndo é possivel ultrapassar sem a alianga
entre as técnicas de manipulagdo genética e os métodos de melhoramento mais
convencionais. Os protoplastos podem assim ser considerados como uma ferramenta
importante para 0 melhoramento desta espécie, na medida em que constituem um passo
prévio a vérias técnicas de manipulacdo genética, nomeadamente hibridacdo somatica (por
fusdo de protoplastos) e transformacdo genética. Recorrendo ao método “one factor at a
time”, analisaram-se 0s principais factores que afectam tanto o rendimento como a
viabilidade dos protoplastos obtidos a partir de diferentes explantes em cultura in vitro de
tamarilho. Estes dois parametros sdo influenciados pelo estabilizador osmoético (neste caso
em concreto, a sacarose), tipos de enzimas hidroliticas e sua concentragdo, temperatura e
duracdo da digestdo enzimatica e métodos de purificacdo dos protoplastos. O maior
rendimento de protoplastos isolados a partir de explantes foliares foi conseguido através da
solugdo K3 com sacarose a 0,4 M contendo celulase “Onozuka” R-10 a 2% (w/v) e
macerozima R-10 a 0,5% (w/v). As condicBes de incubacdo enziméatica com melhores
respostas foram a 27 °C overnight e 30 °C durante 6 horas para as linhas diploide e
tetraploide, respectivamente. A centrifugacdo por gradiente de densidade a 100 g durante
10 min. com obtencdo de uma banda interfasica revelou-se o método de purificacdo dos
protoplastos mais eficiente. Para estimar a viabilidade dos protoplastos recorreu-se ao
corante de exclusdo Evans blue, registando-se valores de protoplastos viaveis acima dos
50%. No entanto, apesar de a quantidade de protoplastos vidveis por grama de peso fresco
ser consideravel, ainda ndo foi possivel regenerar plantas a partir de protoplastos colocados
em meio de cultura. As condi¢Ges Optimas para o isolamento e purificagdo de protoplastos
de calli e tecidos embriogenicamente induzidos envolveram a digestdo enzimatica com a
combinacéo de celulase a 1%, driselase a 0,2% e pectinase a 0,02% (w/v), em solu¢do K3
com sacarose a 0,4 M, durante 20 — 22 horas a 25 °C (para calo embriogénico) ou
overnight a 27 °C (calo ndo embriogenico e explantes embriogenicamente induzidos),
sequida de purificacdo por sedimentacdo dos protoplastos num pellet, quando sujeito a uma

centrifugacdo inicial de 100 g durante 10 min. O desenvolvimento de um protocolo

vii



eficiente de isolamento e purificagdo de protoplastos a partir de diferentes explantes
permitiu a avaliagdo do rendimento possivel de obter com a extraccdo de RNA total e a sua

aplicabilidade em futuras analises transcriptomicas de populacdes especificas de células.

PALAVRAS-CHAVE

Calo embriogénico, cultura in vitro, enzimas hidroliticas, explantes embriogenicamente

induzidos, mesdfilo, ploidia, protoplastos.
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ABSTRACT

Tamarillo (Solanum betaceum Cav.) is a small solanaceous tree with interesting
economical, nutritional and biotechnological features. The low genetic variability observed
in natural populations of tamarillo demands for the need for genetic manipulation
techniques to circumvent this problem by complementing the more conventional methods
of breeding. Plant protoplast technology can be considered an important tool for S.
betaceum improvement because it can be a predecessor step for these genetic manipulation
techniques, such as somatic hybridization (by protoplast fusion) and genetic
transformation. Thus, the basis of this study was to determine the main factors affecting the
isolation of protoplasts from different in vitro cultured tissues of tamarillo. Sucrose as the
osmotic stabilizer, types of plant cell wall - degrading enzymes and their concentration,
temperature and time of enzymatic incubation, and purification methods were evaluated in
terms of their effects on protoplast yield and viability by using the “one factor at a time”
method. Results showed that the highest leaf mesophyll protoplast yield was provided by
2% (w/v) cellulase “Onozuka” R-10 and 0.5% (w/v) macerozyme R-10 dissolved in 0.4 M
sucrose — K3 solution. This enzymatic mixture was subjected to an overnight incubation at
27 °C for diploid lines and to 6 h incubation at 30 °C for tetraploid genotype. The density
gradient centrifugation at 100 g for 10 min with the separation of an interphase band was
the most effective protoplast purification method tested. The optimal conditions achieved
for calli and embryogenic induced - derived protoplast isolation and purification involved
an enzymatic digestion with a combination of 1% (w/v) cellulase “Onozuka” R-10, 0.2%
(w/v) driselase and 0.02% (w/v) pectinase, also dissolved in 0.4 M sucrose — K3 solution,
for a 20 - 22h incubation period at 25 °C (embryogenic callus) or an overnight incubation
at 27°C (non-embryogenic callus and embryogenic induced explants), followed by
centrifugation at 100 g for 10 min to pellet the protoplasts. Viability of protoplasts from
leaf mesophyll and embryogenic callus was evaluating using Evans blue staining, with
viable protoplasts over 50%. However, despite the high number of viable protoplasts, an
efficient regeneration of plants from leaf mesophyll protoplasts was not yet achieved. The
development of efficient protoplast isolation and purification protocols, from different
explants allowed for the evaluation of the yield possible to achieve with a method for total
RNA extraction in order to estimate the application of this technique in subsequent

transcriptomic analysis of specific populations of cells.




KEYWORDS

Embryogenic callus, embryogenic induced explants, culture in vitro, hydrolytic enzyme
mixture, leaf mesophyll, ploidy, protoplasts.
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1.1. ConsideragOes gerais

O continuo aumento da populacdo mundial nos paises em desenvolvimento,
contrastante com a diminuicdo da &rea de solos agricolas, tem levantado grandes
preocupacdes relativamente ao agravamento das necessidades alimentares da espécie
humana e ao facto de os métodos de melhoramento convencionais poderem nédo suportar o

aumento requerido de bens alimentares (Irninger, 2003).

No decorrer dos ultimos anos, inumeras metodologias tém vindo a ser
desenvolvidas em prol do avanco cientifico na area das ciéncias boténicas, e cuja
exploracdo tem contribuido para o melhoramento das colheitas. Tais metodologias estéo
integradas na Biotecnologia Vegetal, que recorre a manipulacdo de plantas para a obtencao
de novas caracteristicas ou a sua utilizacdo para a obtencdo de determinados produtos ou
realizacdo de determinadas fungdes (Canhoto, 2010). A Biotecnologia Vegetal ndo deve
ser encarada como a solucdo para resolver a escassez de alimentos, na medida em que ndo
haveria essa escassez se houvesse uma distribui¢do equitativa destes a nivel mundial; deve
sim ser considerada como um auxilio para as tecnologias convencionais (Borlaug e
Dowswell, 2005), combinacdo essa que serd crucial para garantir uma producao
sustentavel de alimentos para mais 2 mil milhdes de habitantes em 2050, segundo dados da

FAOQO (http://www.fao.org/biotechnology/en/).

Na vasta area da Biotecnologia Vegetal inclui-se a cultura in vitro, a qual €é
destacada pela sua importancia basilar no desenvolvimento deste trabalho. Define-se como
0 estabelecimento e manutencdo, em condicdes laboratoriais, de células, tecidos, drgdos
vegetais, plantas ou massas de células (callus) (Chawla, 2010). Estas culturas sdo mantidas
em condigdes assépticas e perfeitamente controladas — luz, temperatura, pH, humidade,
composicdo do meio de cultura (Canhoto, 1994), podendo ser utilizadas com diversas
finalidades. Dos principais objectivos desta técnica destacam-se: i) a micropropagacao de
plantas, ii) a producdo de metabolitos secundarios, iii) a transformacdo genética, iv) o
isolamento de protoplastos e v) a obtencdo de plantas hapldides (Loyola-Vargas e
Vazquez-Flota, 2006). A micropropagacdo de plantas ndo ¢ mais que um processo de
clonagem, na medida em que se procede a obtencdo de individuos geneticamente iguais ao
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que lhes deu origem. Este procedimento é possivel devido a capacidade das plantas de

regenerar rebentos e novas plantas a partir de tecidos somaticos.

No laboratorio de Biotecnologia Vegetal da Faculdade de Ciéncias e Tecnologia da
Universidade de Coimbra (FCTUC) tém sido realizados varios trabalhos na éarea da
Biotecnologia Vegetal, nomeadamente no ambito da micropropagagdo in vitro de
tamarilho (Solanum betaceum Cav.). Os trabalhos realizados com esta espécie tém
revelado o seu potencial na aplicacdo de diversos protocolos de micropropagacdo e na
busca pela compreensdo dos mecanismos basicos que regem estes processos, e ¢ neste
sentido que este trabalho foi desenvolvido, com foco especial no desenvolvimento de mais
uma importante ferramenta biotecnoldgica para utilizacdo com o tamarilho, que € a

obtencdo de protoplastos.

1.2. Tamarilho (Solanum betaceum Cav.)

1.2.1. Caracterizacao, distribuicdo e importancia econémica

A espécie Solanum betaceum Cav. (= Cyphomandra betacea (Cav.) Sendtn.),
pertencente a familia Solanaceae, ¢ vulgarmente conhecida como tamarilho, “tamarillo”,
“tree tomato” ou “tomate de la paz” (Bois, 1927), conforme os locais. A designacéo
tamarilho surgiu em 1967, na Nova Zeléndia, como consequéncia do célere aumento de
producdo e consumo deste fruto que levou a necessidade de criar um nome comercial

apelativo que ndo fosse confundido com o tomate (Solanum lycopersicum) (Morton, 1987).

Trata-se de um arvore (Fig. 1A) subtropical de pequeno porte (2 a 4 metros), semi-
lenhosa e de rapido crescimento (Canhoto et al., 2005). As folhas sdo deciduas e podem ter
10 a 30 centimetros de comprimento. As flores (Fig. 1B) apresentam uma cor rosa-
esbranquicada e surgem agrupadas préximo dos peciolos das folhas, sendo o periodo de
floracdo entre meados da Primavera até meados do Verdo, apesar de por vezes surgirem
noutros periodos do ano (Correia et al., 2009). A polinizagdo € essencialmente autogamica,
0 que pode estar na origem da baixa variabilidade observada em populagdes naturais desta

espécie (Barghchi, 1986). Os frutos (Fig. 1C) sdo bagas ovoéides (5 a 7 centimetros de
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comprimento), com longos pedinculos e de exocarpo glabro, cuja tonalidade pode ser
vermelha, laranja ou amarela consoante o cultivar. De salientar que sdo os frutos

vermelhos os mais apreciados pelo seu sabor e aroma mais intensos (Correia et al., 2009).

Figura 1. Solanum betaceum. (A) Exemplar existente no Jardim

Botanico da Universidade de Coimbra. (B) Flores em diferentes estadios

de desenvolvimento. (C) Frutos. (Correia e Canhoto, 2012)

S. betaceum é nativa dos Andes (Peru, Chile, Bolivia e Argentina) (Fig. 2; Canhoto
et al., 2005; Correia et al., 2009, 2011), onde cresce entre 0s 1100 e os 2300 metros de
altitude. A sua domesticagéo e cultivo sdo anteriores a descoberta do continente americano.
Como consequéncia da sua descoberta, acabou por ser difundida para outros locais
subtropicais, nomeadamente para a india e Sudeste Asiatico. Pensa-se que tera sido
introduzida nos arquipélagos dos Acores e da Madeira no século XIX (Guimardes et al.,
1996; Canhoto et al., 2005). Contudo, s6 mais recentemente se tem generalizado o

interesse por esta espécie, essencialmente devido a procura dos seus frutos. Hoje em dia,




INTRODUCAO

para além dos locais onde a espécie é espontanea, o tamarilho é maioritariamente cultivado
no Brasil, Coldmbia, Venezuela, Equador, E.U.A. (Califérnia), Quénia, india, Indonésia,
Australia e Nova Zelandia (Fig. 2; Mertz et al., 2009). Em Portugal, esta planta é cultivada
principalmente nas ilhas atlanticas, tendo ja despertado o interesse de alguns agricultores

do continente (Correia e Canhoto, 2012).

M Paises de origem M Principais Produtores

Venezuela

Colombia
Equador

Peru

Bolivia

Chile

Argentina Indonésia Nova Zelandia

Brasil  Portugal  Quénia L
India Australia

Figura 2. Distribuicdo geografica de S. betaceum. Encontram-se destacados os paises de onde é

nativa (a verde), bem como os seus principais produtores (a preto).

Trata-se de uma espécie adaptavel e de facil cultivo, com um ciclo de reproducao
curto e com um tempo medio de vida de 8 anos. A frutificagdo inicia-se, normalmente, 2
anos apos o cultivo e o climax de producéo é atingido em 5 anos, comecando a haver um
declinio da produgéo de frutos apds 6 anos de cultivo (Meadows, 2002). A baixa tolerancia
a geada e a sensibilidade a temperaturas elevadas constantes, a secas prolongadas e a solos
inundados séo outras limitagdes ao cultivo do tamarilho (Lopes et al., 2000).

Salienta-se o facto de os frutos maduros possuirem um elevado valor nutricional,
pelo que podem ter varios usos alimentares, desde saladas a produtos processados (como

sumos ou compotas). Apresentam um teor relativamente elevado de proteinas (1,5 -2 g/
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100 g), vitamina C (20 - 45 mg / 100 @), vitamina E (1,86 mg / 100 g), provitamina A e
também alguns minerais como ferro e potassio. Além disso, o teor em hidratos de carbono
é reduzido (7,7 g / 100 g), bem como o seu valor caldrico (cerca de 28 cal / 100 Q)
(McCane e Widdowson, 1992). Vérios estudos tém sido realizados para a avaliacdo do teor
e tipo de antocianinas e carotendides presentes nos frutos do tamarilho (De Rosso e
Mercadante, 2007; Kou et al., 2008; Hurtado et al., 2009). Os resultados tém mostrado que
alguns destes componentes podem ter propriedades antioxidantes, terapéuticas e
preventivas importantes (Villegas-Ruiz et al., 2012; Noor Atigah et al., 2014), tornando os

frutos uma fonte de alimento que merece uma melhor exploragéo.

Deste modo, considera-se que o tamarilho tem potencial econémico (Correia et al.,
2009; 2011), embora ainda seja considerado como NUC (Neglected or Underutilizated
Crop), i.e., uma espécie com potencial para ser utilizada na préatica agricola mas que, por
alguma razéo, ndo tem sido devidamente explorada (www.cropsforthefuture.org/). Se por
um lado, se notam baixos niveis de producdo e consumo de tamarilho, por outro, 0s seus
frutos tém-se mostrado bastante rentaveis, atingindo elevados precos no mercado (10 a 15
€/Kg). Como consequéncia, torna-se importante aumentar a producdo desta espécie
fruteira, quer em termos quantitativos, quer qualitativos. De referir ainda que o tamarilho
retine condigdes para ser uma espécie competitiva em algumas zonas do Pais, podendo vir
a tornar-se uma espécie interessante para 0s nossos agricultores. Além disso, o tamarilho
surge também como um importante sistema de referéncia para a optimizacao de protocolos
de cultura in vitro e estudos de biologia do desenvolvimento de lenhosas, sendo uma
espécie que responde facilmente ao cultivo in vitro (Correia e Canhoto, 2012) através de: i)
proliferacdo de meristemas existentes no explante inicial, ii) inducdo de organogénese e iii)

embriogénese somatica.

1.2.2. Micropropagacao

Foram j& publicados varios ensaios que descrevem a micropropagacdo do tamarilho
através da proliferacdo de meristemas axilares (Cohen e Elliot, 1979; Barghchi, 1998;
Obando et al., 1992), de organogénese (Guimarées et al., 1996; Obando e Jordan, 2001) e
de embriogénese somatica (Guimardes et al., 1988, 1996; Lopes et al., 2000; Canhoto et
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al., 2005; Correia et al., 2009, 2011, 2012). No entanto, o primeiro método a ser aplicado
para a micropropagacao do tamarilho foi a proliferacdo de meristemas axilares (Barghchi,
1986; Cohen e Elliot, 1979).

O desenvolvimento de meristemas axilares do tamarilho pode ocorrer em meio de
cultura sem adicdo de reguladores de crescimento, contudo maiores taxas de proliferacdo
sdo conseguidas com a inoculacdo em meio de cultura suplementado com uma citocinina,
6-benzilaminopurina (BAP). No entanto, esta citocinina leva a formacdo de um tecido
caloso indiferenciado na base da planta, inibindo o desenvolvimento do sistema radicular
do rebento em cultura (mais evidente em alguns gendtipos do que noutros). Para promover
0 enraizamento, é necessario inocular as plantas num novo meio de cultura mas sem a
adicdo de BAP (Correia et al., 2011).

A embriogénese somatica (ES) é um processo com particular interesse, pois surge
como uma poderosa ferramenta para o melhoramento vegetal, via transformacdo genética,
clonagem de individuos a grande escala, fixacdo de gendtipos com as caracteristicas
desejadas e ainda criopreservacao de linhas de interesse (Correia et al., 2011). Desde 1988,
tém sido estudados diferentes aspectos relacionados com a inducdo de ES e o
desenvolvimento de embriGes somaticos de tamarilho no nosso laboratério (Guimarées et
al., 1988, 1996; Lopes et al., 2000; Canhoto et al., 2005; Correia et al., 2009, 2011, 2012).
Sdo varios os explantes de tamarilhno que tém potencial para a iniciacdo de culturas
embriogénicas, incluindo embrides zigéticos, folhas jovens, cotilédones e hipocétilos
(Canhoto et al., 2005).

A indugdo de ES e alcangada com um meio de cultura rico em auxinas,
suplementado com elevados niveis de sacarose (9%, w/v), 0 que aumenta
significativamente a formacgdo de embrides somaticos (Correia e Canhoto, 2012), através
de duas vias diferentes consoante a auxina utilizada (acido 1-naftaleno acético [NAA],
acido 2,4-diclorofenoxiacético [2,4-D] ou picloram). Na presenca de NAA 0s embrides
somaticos desenvolvem-se a partir de tecidos dos embrides zigdticos, com uma formacao
reduzida de calo, sendo a inducdo e a maturacdo dos embriGes somaticos feita no mesmo
meio de cultura — processo “one-step” (Guimaraes et al., 1996). Quando se recorre a 2,4-D
ou picloram, os embrides zigoticos ou os explantes foliares produzem um tecido
embriogénico possivel de ser mantido, através de subculturas sucessivas no mesmo meio
com auxina, e que comeca a formar embriBes e, mais tarde plantas, quando transferido para

um meio sem auxinas — processo “two step” (Canhoto et al., 2005). Neste ultimo processo
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verifica-se a formagéo de dois tipos de calo distintos, quer na sua morfologia e aspecto,
quer na sua funcionalidade — calo embriogénico e calo ndo embriogénico (Correia et al.,
2009, 2011). O calo ndo embriogénico (CNE) de tamarilho é caracterizado por ser mais
amarelado e fridvel (Lopes et al., 2000), enquanto o calo embriogénico (CE) apresenta-se
mais esbranquicado e compacto e com um crescimento muito mais lento que o calo ndo
embriogénico (Guimarées et al., 1988). E possivel manter o CE em cultura (meio sélido ou
liquido), na presenca de auxinas, durante um determinado periodo de tempo, sem aparentes
perdas de capacidade embriogénica (Guimardes et al., 1988; Canhoto, 2010). No entanto, a
maturacdo e desenvolvimento das massas pro-embriogénicas em embribes somaticos so
ocorre quando o tecido embriogénico é transferido para um meio de cultura sem auxina e

com concentracdes de sacarose inferiores.

No tamarilho, a maturacdo, germinacédo e desenvolvimento de embrides somaticos
é, regra geral, conseguida com a sua transferéncia para meio sem hormonas (Canhoto,
2010; Correia e Canhoto, 2012). As primeiras fases do desenvolvimento dos embrifes
somaticos podem ser observadas na superficie do calo com 3 semanas. Este
desenvolvimento é um processo assincrono, onde as diferentes fases morfoldgicas da maior
parte dos embrifes somaticos sdo semelhantes as que ocorrem durante a embriogénese

zig6tica — globular, cordiforme, torpedo e cotiledonar.

1.3. Protoplastos

Como mencionado anteriormente, a variabilidade genética observada em
populacbes naturais de S. betaceum é relativamente reduzida, devido a uma baixa taxa de
polinizacdo cruzada e a uma elevada incidéncia de fenomenos de incompatibilidade dentro
desta espécie. Deste modo, recorrer a técnicas de manipulacdo genética é tido como uma
mais — valia para 0 melhoramento do tamarilho (Barghchi, 1998), o que vai de encontro a
perspetiva deste trabalho experimental, na medida em que os protoplastos constituem um
passo previo a varias técnicas de manipulacdo genética ou de hibridacdo somatica (Giri e
Giri, 2007; Rezazadeh e Niedz, 2015). Assim, o estabelecimento de um protocolo de
isolamento de protoplastos representa uma importante abordagem para futuros programas

de melhoramento desta espécie fruteira.
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O termo “protoplasto” (Fig. 3) refere-se & célula vegetal desprovida de parede
celular, estando apenas a membrana plasmatica a delimitar os respectivos organitos
celulares do ambiente exterior. No entanto, do ponto de vista fisiologico, o protoplasto nao
pode ser considerado simplesmente como uma célula cuja parede celular foi removida,
uma vez que tanto 0s mecanismos envolvidos no seu isolamento, causadores de um stresse
profundo, bem como os factores ambientais vdo influenciar indubitavelmente o seu

metabolismo e levar a alteracGes citoldgicas e funcionais (Smith, 1977).

Célula Vegetal Protoplasto
pc
. ~ mp
Digestédo
mp R
enzimatica
Solucdo

hipertonica 0

Figura 3. Esquema geral da obtencdo de protoplastos a partir de células
vegetais. Legenda: pc — parede celular; mp — membrana plasmatica; v —

vactiolo; n — ndcleo.

Os protoplastos podem ser isolados a partir de diferentes tipos de explante ex e in
vitro. Contudo, a utilizacdo de material vegetal estabelecido previamente in vitro é
vantajosa se a finalidade dos protoplastos isolados for a regeneracdo de plantas, ndo sé
pelo facto de este material j& se encontrar em condigdes assépticas, como também por
apresentar uma frequéncia de regeneracdo mais elevada devido a condicdo do tecido dador
para o crescimento rapido (Maheshwari et al., 1986). A proliferacdo in vitro de meristemas
permite ainda um continuo fornecimento de tecidos jovens, o que também contribui para o

isolamento de protoplastos, especialmente em plantas lenhosas (Davey e Anthony, 2010).

Para resultados mais consistentes, os explantes foliares continuam a ser 0os mais
adequados ao garantirem o isolamento de um grande numero de protoplastos viaveis
relativamente uniformes (Liu, 2005) (Fig. 4). Além disso, a organizacdo celular do
mesofilo facilita o acesso das enzimas a parede celular das suas células (Chawla, 2010).

Folhas jovens (e.g., provenientes de cultura in vitro) respondem melhor que folhas mais
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diferenciadas (e.g., folhas de plantas em estufa) (Giri e Giri, 2007). Isto deve-se, em parte,
ao facto de as plantas micropropagadas in vitro se encontrarem nas condi¢es fisioldgicas
Optimas, 0 que se reflecte no desenvolvimento de uma cuticula fina nas suas folhas, ao
contrério das folhas provenientes de plantas ex vitro, nas quais ha necessidade de remover
previamente a epiderme abaxial de modo a permitir a penetracdo da solugdo enzimatica
(Bhojwani e Razdan, 1996). E igualmente possivel recorrer a folhas jovens resultantes de
sementes germinadas in vitro (Zhai et al., 2009); no entanto, ndo asseguram uniformidade
genética, pelo que ndo tém utilidade quando o objectivo é a propagacdo de genoétipos
seleccionados (Correia, 2011).

Os protoplastos podem ter dimensdes entre 20 um e os 50 um de didmetro (e.g.,

protoplastos derivados de explantes de Oryza sativa e de Nicotiana tabacum,

respectivamente) (Davey e Anthony, 2010).

Figura 4. Protoplastos isolados a partir do meséfilo foliar de Nicotiana tabacum (A)

(http://www.autom8.com/nanion/application/Others/mesophyll-cells.jpg, acedido a
22/06/2014) e de Arabidopsis thaliana (B) (Sheen, 2001). A populacdo uniforme de
protoplastos de Arabidopsis (B) foi observada num microscépio com campo claro (esquerda)

e com filtro de fluorescéncia (direita), usando fluoresceina diacetato (FDA) para detectar o0s

protoplastos viaveis.

Calli ou suspensdes celulares embriogénicas também constituem sistemas ideais
para a obtencéo de protoplastos, pois existe a possibilidade dos protoplastos assim obtidos

regenerarem plantas mais facilmente por embriogénese somética (Oliveira e Pais, 1991).
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A auséncia de uma parede celular funcional pode afectar a permeabilidade do
plasmalema. Deste modo, um tratamento inicial de pré-plasmolise (Fig. 5) € aplicado aos
tecidos dadores, 0s quais séo sujeitos a um potencial osmotico baixo que leva a diminuicéo
da turgescéncia das suas células e a separagdo da membrana plasmatica da parede celular
(Ferrando e Spiess, 2001; Estavillo et al., 2014). E assim mitigado o choque osmaético
aplicado durante o processo de isolamento e bloqueada a entrada de substancias exdgenas
prejudiciais para as células. Esta pré-plasmolise pode ser feita com a adigdo de substancias
ndo idnicas, tais como hidratos de carbono (manitol, sorbitol, glucose, frutose, galactose ou
sacarose), ou de sais inorganicos, como cloreto de calcio, cloreto de potassio e sulfato de
magnésio (George, 2008). O manitol e o sorbitol sdo os mais frequentemente usados como
estabilizadores osmoticos no isolamento de protoplastos do mesofilo foliar (Navratilova,
2004).

Regra geral, a concentracdo do estabilizador osmético ronda os 13% (w/v), mas
deve ser ajustada empiricamente de modo a manter os protoplastos numa condicéo esférica
que é adoptada quando se encontram em meio hiperténico (Smith, 1977), uma vez que
concentracOes inferiores podem resultar na lise celular, enquanto um excesso de agente
osmético pode levar a redugdo do tamanho dos protoplastos através da plasmélise; quando
isto acontece a regeneracdo da parede celular é inibida e o consequente crescimento é

retardado ou mesmo inibido (Bengochea e Dodds, 1986).

A remocdo da parede celular pode ser conseguida por métodos mecénicos ou
enzimaticos. O primeiro isolamento de protoplastos com sucesso esta datado de 1892, no
qual von Klercker, através de métodos mecanicos, conseguiu remover as paredes celulares
de células plasmolisadas de Stratiotes aloides e, posteriormente, de Allium cepa (Landgren,
1978; Tomar e Dantu, 2009). No entanto, apenas 70 anos depois, Cocking (1960) retoma
as potencialidades desta tecnologia, mas recorrendo a enzimas hidroliticas (celulases) do
fungo fitopatégeno Myrothecium verrucaria para a obtencdo de protoplastos a partir de
células radiculares de Solanum lycopersicum. O facto de o método enzimatico apresentar
um maior rendimento e reprodutibilidade face ao método mecénico (Liu, 2005) e a
consequente disponibilidade comercial de enzimas que degradam os componentes da

parede celular, deu aso a expansdo da sua aplicacao a partir de 1970 (Park et al., 2012).
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Pré-plasmdlise

Célula
Material plasmolisada
vegetal
Tratamento
o enzimatico
Filtragdo e
centrifugacdo
Contagem e em gradiente ‘
Viabilidade Lavagem de densidade
Suspenséo de Protoplastos
protoplastos purificados Protoplasto
Nucleo
L[] ° [ ]
¢ e © o .
°°° oo 1-2 dias
e % o o
2 C
Célula com
parede
Cultura de \ \ )
protoplastos Cloroplasto ~ Vactolo 47 dias
/ \ 4-7 semanas oo 2- 3 semanas
I Coldnia
Microcalo multicelular Bicelular
Rebento
caulinar

Enraizamento

Embrido 15-20 semanas

somatico

Germinagdo

Figura 5. Esquema representativo do isolamento, purificacdo e cultura de protoplastos. Os
periodos referidos para o final de cada fase sdo apenas indicativos, variando com a origem dos

protoplastos e as condi¢des de cultura (adaptado de Canhoto, 2010).
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Deste modo, ap6s a pré-plasmoélise os explantes sdo sujeitos a combinagGes
enzimaticas eficientes e de alto rendimento (Fig. 5), tais como celulases e pectinases,
obtidas essencialmente a partir de fungos (Aspergillus, Irpex, Rhizopus, Trichoderma) ou
de bactérias (Bacillus polymyxa), e com vista a degradacdo dos componentes da sua parede
celular (Tomé, 1991; Bhojwani e Razdan, 1996).

A parede celular consiste numa complexa mistura de celulose, hemicelulose,
pectinas e menores quantidades de minerais, proteinas, lipidos, fendis e outros hidratos de
carbono. As pectinases possuem actividade poligalacturonasica, pelo que sdo responsaveis
pela digestdo da lamela média e da matriz da parede primaria, enquanto as celulases,
compostas por hemicelulase, B-1,4-glucanase, quitinase, lipase, nucleases e pectinase,
catalisam a reaccdo de degradacdo da celulose e das hemiceluloses. As enzimas mais
frequentemente usadas sdo 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) € um exemplo de enzima que
apresenta simultaneamente actividade celuldsica e pectinasica, tendo sido usada com

sucesso no isolamento de protoplastos a partir de células em cultura (Chawla, 2010).

A actividade das enzimas é dependente do pH, sendo entdo o pH das solucGes
enzimaticas ajustado entre 4,7 e 6,0. Além disso, a temperatura adequada para o
isolamento dos protoplastos ronda os 25 a 30 °C (Chawla, 2010). Tanto a composicao das
solugbes enzimaticas como o periodo e a temperatura de incubacdo séo variaveis.
Geralmente a digestdo enzimatica ocorre no escuro ou sob luz difusa, e por periodos de
incubacdo curtos (e.g., 2 — 6h) ou longos (e.g., 12 — 20h; overnight, Davey e Anthony,
2010).

Para aléem das enzimas e do estabilizador osmotico ja referidos, a solucdo de
isolamento de protoplastos deve ainda conter cloreto de célcio (CaCl,.2H,0) ou
dihidrogenofosfato de potassio (KH,PO,) para a estabilizacgdo do plasmalema e,
opcionalmente, um tampéao (e.g. 2-N-morfino-etano sulfonato [MES]) que minimize as
variacdes de pH (Liu, 2005).

Deve-se ter igualmente em consideragcdo o estado fisioldgico do material vegetal.
Por vezes, é necessario efectuar um pré-tratamento a planta inteira, uma vez que um grande
numero de factores, tais como a idade, temperatura, intensidade luminosa ou fotoperiodo,

pode afectar ndo s6 o status metabdlico das células, mas também a composicao das suas
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paredes celulares, o que se vai reflectir tanto no isolamento como na subsequente

estabilidade dos protoplastos (Maheshwari et al., 1986).

Na sequéncia do tratamento enzimatico obtém-se uma mistura de tecido néo
digerido, células plasmolisadas, cloroplastos e outros organitos citoplasmaticos, restos de
parede celular e protoplastos. E entfo necessario proceder a purificagdo dos protoplastos, a
qual é conseguida pela combinacdo de filtracdo, centrifugacdo e lavagem (Giri e Giri,
2007; Fig. 5). Numa primeira fase, a solucdo resultante da digestdo enzimatica deve ser
filtrada através de crivos de malha metélica ou de nylon com 40 a 100 um, de modo a reter
as células ndo digeridas e os agregados celulares de maiores dimensdes. A solucdo filtrada
contendo os protoplastos e ainda outros detritos celulares, subprotoplastos e vacuolos, é
depois purificada através de diferentes vias: i) repetidas ressuspensdo / centrifugacdo dos
protoplastos em meio de lavagem, pelo que a velocidade de centrifugacdo devera ser
ajustada de modo a precipitar os protoplastos (pellet) e manter os fragmentos celulares em
suspensdo (sobrenadante) (Grgnlund et al., 2012); ii) passagem da mistura de incubagéo
através de uma malha de poro adequado a deixar apenas passar 0s protoplastos; iii)
centrifugacdo por gradiente de densidade, que permite a flutuacdo dos protoplastos numa
solucdo hipertonica. De entre as solugcBes mais usadas em gradientes de densidade
destacam-se a sacarose, 0 manitol, e compostos de elevado peso molecular, como Percoll e
Ficoll 400 (Tomé, 1991; Estavillo et al., 2014).

As concentracfes destes compostos que conferem gradientes de densidade e a
velocidade e duracdo do periodo de centrifugacdo devem ser optimizados para cada
situacdo, pois existem diferengas consideraveis nos rendimentos obtidos com o mesmo
material vegetal de diferentes cultivares de uma mesma espécie (Canhoto, 2010). Depois
de recolhidos os protoplastos purificados, deve-se efectuar a remogdo completa da solugédo
enzimatica que ainda podera ter sido recolhida juntamente com os protoplastos. Para tal, 0s
protoplastos sdo centrifugados ainda a uma velocidade inferior de modo a sedimentarem
(pellet). As centrifugagdes devem ser feitas quantas vezes as necessarias para remover
totalmente as enzimas, uma vez que se 0 objectivo é a cultura de protoplastos, € possivel
que as enzimas inibam a regeneracdo da parede celular e a consequente divisdo celular
(George, 2008).

Depois de purificados os protoplastos, deve-se proceder a sua contagem e a

determinacéo da viabilidade.
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A contagem dos protoplastos (Fig. 5) pode ser facilmente realizada usando um
hemocitometro (http://www.celeromics.com/en/resources/docs/Articles/Cell-counting-Neubauer-
chamber.pdf, acedido a 23/03/2015), extrapolando-se os valores obtidos para o volume total
de meio onde se encontram os protoplastos. Deste modo, é possivel calcular o rendimento
do processo, i.e., determinar a quantidade de protoplastos obtida a partir do material
vegetal inicial, o que é crucial para a fase de cultura, pois implica que os protoplastos
sejam cultivados a determinadas densidades (Tomé, 1991). Se a concentracéo for reduzida,
€ necessario optimizar os processos de digestdo e purificacdo dos protoplastos de forma a
aumentar os rendimentos. Se, pelo contrario, a quantidade de protoplastos obtida for muito
elevada, tem que se diminuir a sua densidade pela adicdo de meio de cultura adequado.
Além disso, a viabilidade dos protoplastos também permite verificar se as condi¢bes de
isolamento e purificacdo sdo as ideais. Caso a viabilidade seja reduzida, é necessario
proceder a alteragbes no procedimento experimental que permitam aumentar a

concentracdo de células viaveis.

Um indicador muito fiavel da viabilidade dos protoplastos derivados do meséfilo
foliar esta relacionado com a forma como os cloroplastos estéo distribuidos na célula. Em
protoplastos viaveis, os cloroplastos distribuem-se uniformemente, enquanto em células

mortas eles tém tendéncia a depositar por ac¢do da gravidade (Canhoto, 2010).

Avaliagbes mais precisas e objectivas da viabilidade dos protoplastos sdo
conseguidas 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).

Outras observagdes podem ser efectuadas, tais como: i) observacdo de movimentos
de ciclose como evidéncia de um metabolismo activo, ii) variacdo das dimensbes dos
protoplastos em resposta a alteracdes do potencial osmotico do meio, iii) andlise da
autofluorescéncia da clorofila (vermelha) usando microscopia de fluorescéncia, iv)
absorcdo de oxigénio medido através de um eléctrodo de oxigénio e indicativo de um

activo metabolismo respiratorio, e v) estudos de fotossintese (Chawla, 2010).

Contudo, a viabilidade dos protoplastos é indubitavelmente confirmada através da
sua capacidade para desdiferenciar e ressintetizar a parede celular, entrar em sucessivas
divisdes mitdticas e regenerar plantas (Eeckhaut et al., 2013; Fig. 5). No entanto, a

totipoténcia nem sempre se expressa, pois algumas células perdem esta competéncia
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durante a cultura. Algumas células sdo mais receptivas do que outras a estimulos que
condicionam a sua desdiferenciacdo. Geralmente, a competéncia morfogénica depende de
trés factores, que sdo: i) genotipo da planta; ii) estado ontogenético do explante inicial; iii)
e as condi¢Oes de cultura em que os protoplastos e as suas células derivadas sdo mantidos.
O altimo inclui a composicdo do meio de cultura e as condicdes fisicas de crescimento
(Davey and Anthony, 2010).

Os protoplastos de diferentes espécies e inclusivamente diferentes tecidos da
mesma planta podem ter requisitos nutritivos distintos. Consequentemente, 0 meio éptimo
para a cultura de protoplastos com vista a regeneragcdo de plantas deve ser determinado
empiricamente. Regra geral, 0s meios de cultura de protoplastos sdo muito semelhantes em
composicdo aos utilizados em cultura in vitro, baseando-se assim nos meios MS
(Murashige e Skoog, 1962) e B5 (Gamborg et al., 1968), mas aos quais é conveniente
adicionar um estabilizador osmético que previna o seu rebentamento (Giri e Giri, 2007;
Karkdnen et al., 2011).

Durante a cultura, a maioria dos protoplastos isolados de células altamente
diferenciadas entra rapida e imediatamente em processo de desdiferenciacdo ao mesmo
tempo que inicia a sintese de uma nova parede celular (24 — 36 h) apds a sua transferéncia
para um meio de cultura adequado, perdendo a sua caracteristica forma esférica (Karkénen
etal., 2011; Figs. 5 e 6).

No entanto, até regenerarem totalmente a parede celular pode ser preciso a presenca
de agentes osmoticos metabolicamente activos (e.g. glucose e sacarose) juntamente com
metabolicamente inertes (e.g. manitol) (Chawla, 2010). As substancias activas vdo sendo
gradualmente metabolizadas pelos protoplastos durante a fase inicial de regeneracdo da
parede celular, resultando numa reducdo gradual do estabilizador osmético. Isto elimina
alteracGes bruscas no potencial osmoético quando os protoplastos sdo colocados num meio

de cultura para a regeneracéo de plantas (Davey et al., 2005).

Os fitorreguladores, tais como auxinas e citocininas, Sdo essenciais para o
crescimento e iniciacdo e manutencdo da divisdo celular dos protoplastos, apesar de em
Daucus carota e Arabidopsis apenas ser necessaria a presenca de auxinas (Dovzhenko et
al., 2003).
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Figura 6. Apds alguns dias em cultura, os protoplastos isolados a
partir do meséfilo foliar de N. tabacum (A) regeneram a sua parede

celular e entram em divisdo (B) (Kérkdnen et al., 2011).

A maioria dos protoplastos, tal como as suspensdes celulares, tém uma densidade
de plagueamento 6ptima de acordo com o seu potencial de divisdo, que se situa entre 5 x
10° e 10° protoplastos/ml (Chawla, 2010). Os protoplastos isolados podem ser cultivados
num meio de cultura liquido, ou embebidos em meio semi-solido ou solido adequado
contendo agar, agarose ou alginato (Tomar e Dantu, 2009; Ayala et al., 2011; Lei et al.,
2015).

A coloragdo com Calcofluor White (CFW) permite detetar a viabilidade das células.
O CFW liga-se a B-glicanos (nomeadamente a celulose) da parede celular sintetizada de
novo, emitindo um anel de fluorescéncia branco azulada que envolve as células quando
observado num microscépio de fluorescéncia com filtro de excitagdo UV (Hervé et al.,
2011). Além disso, se os protoplastos apresentarem uma birrefringéncia quando
observados ao microscopio optico pode ser uma referéncia a regeneracdo da parede celular
(Davey e Anthony, 2010).

A divisdo celular e a citocinese sdo concomitantes a formacdo da parede celular.
Ocasionalmente ndo ocorre citocinese, devido provavelmente a uma parede celular
incompleta, dando origem a células binucleadas que poderdo ndo ter capacidade de

prosseguir com a divisdo celular (Smith, 1977).
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Nagata e Takebe (1971) foram capazes de induzir calli a partir de culturas de
protoplastos, utilizando folhas de Nicotiana tabacum como explante. Posteriormente,
aplicando o mesmo sistema, foi conseguida a regeneracdo de plantas morfologicamente
normais (apesar de a maioria apresentar aberragdes cromossomicas numéricas) a partir
destes mesmos calli, ficando assim demonstrada a totipoténcia dos protoplastos (Takebe et
al., 1971). Geralmente, a formacdo de plantas a partir de protoplastos ocorre apos a
passagem por uma fase de callus, sendo raras as situacdes em que um protoplasto pode
originar directamente um embrido somatico sem se formar um callus intermédio (Canhoto,
2010). Assim, uma vez obtidos calli com as dimensdes apropriadas é necessario aplicar
estimulos hormonais adequados a formacdo de rebentos caulinares (por inducdo de
organogenese) ou de embrides somaticos (por inducdo de embriogénese somatica) (Liu,
2005).

1.3.1. Importancia como single - cell systems: aplicacGes

Actualmente ja existem inUmeros protocolos de isolamento e cultura de
protoplastos, em condicdes de assepsia, para uma variada gama de culturas em larga escala
de mono- e dicotiledéneas com interesse agro - econémico (Davey et al., 2005; Thorpe,
2006). Para além do seu interesse do ponto de vista da cultura de plantas, os protoplastos
constituem uma ferramenta versatil ao serem sistemas single - cell, i.e., entidades celulares
isoladas capazes de sintetizar de novo a parede celular e regenerar (sob condi¢cbes
adequadas) uma planta, expressando o seu potencial de totipoténcia (Davey et al., 2005;
Sugiyama, 2015). Este facto € de consideravel vantagem, pois ndo sé a propagacao in vitro
em larga escala das linhas clonais de interesse se torna mais eficiente, como também as
torna adequadas para técnicas de manipulagdo genética, nomeadamente variacdo
somaclonal, citometria de fluxo, hibridacdo somatica e transformacéo genética (Giri e Giri,
2007). Também constituem um sistema experimental para uma gama larga de estudos
bioquimicos e moleculares, desde estudos sobre propriedades de crescimento das células

individuais até transporte membranar (Park et al., 2012).

O desenvolvimento de protocolos de isolamento de protoplastos de uma variada

gama de tecidos vegetais possibilitou a aplicacdo de técnicas de citometria de fluxo e cell
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sorting no estudo de processos de crescimento e desenvolvimento vegetal. Um dos
requisitos fundamentais para o funcionamento dos citometros de fluxo € a disponibilidade
de suspensdes celulares com formas isodiamétricas, na medida em que esta técnica envolve
medigdes de populagdes de células isoladas (Galbraith, 2014). Com a excepg¢do dos graos
de pdlen e dos micrdésporos, os protoplastos permanecem o Unico exemplo, dentro das
plantas superiores, de suspensdes de células isoladas que se adequam a uma analise de
citometria de fluxo. Além disso, € possivel adaptar técnicas de citometria de fluxo e de
fluorescence-activated cell sorting para a analise de protoplastos vegetais sem interferir na
sua viabilidade (Galbraith, 2014).

Uma das razbes da aplicacdo da citometria de fluxo a sistemas de protoplastos
vegetais derivou do interesse generalizado pela hibridacdo somatica por fusdo induzida de
protoplastos (Galbraith, 1989). E igualmente importante referir o contributo do
desenvolvimento e optimizacao de protocolos de isolamento de protoplastos nos programas
de melhoramento de culturas com interesse agro - econdmico através da hibridacao
somatica. A fusdo de protoplastos permitiu ultrapassar as barreiras de incompatibilidade
reprodutora entre as especies, por forma a obter hibridos somaticos passiveis de serem
regenerados em novas plantas com as caracteristicas desejadas (Giri e Giri, 2007). Para que
haja uma eficiente fusdo entre os protoplastos dos dois gendtipos distintos é necessario
recorrer a métodos quimicos (e.g. polietilenoglicol [PEG]) ou fisicos (e.g. electrofusédo)
(Thorpe, 2006; Park et al., 2012). Melchers et al. (1978) relataram a regeneracdo de
hibridos somaticos resultantes da fusdo entre protoplastos de batateira (Solanum
tuberosum) e de tomateiro (Solanum lycopersicum), cujo cruzamento interespecifico em

condicBes naturais ndo era possivel.

A utilizacdo de tecnologias que se baseiam em protoplastos tem decaido nos
Gltimos 20 anos. Este declinio deve-se, em parte, ao énfase que é dado aos métodos de
transferéncia de DNA mediado por Agrobacterium ou biolistica (Davey and Anthony,
2010). No entanto, o isolamento e cultura de protoplastos continuam a ser fundamentais

para estudos de expresséo transiente de genes (Yoo et al., 2007).

A incorporacdo de segmentos de DNA em protoplastos estda na base da
transformacdo ndo sé dos genomas nucleares (transiente ou estavel), como também dos
genomas plastidiais. A partir da década de 90 comegaram a surgir trabalhos de
investigacdo baseados na transferéncia directa de DNA para protoplastos (Gad et al., 1990;

Karesch et al., 1991; Negrutiu et al., 1990; Neuhaus e Spangenberg, 1990), a qual permite
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a insercdo de mais do que um segmento de DNA ex0geno no mesmo ou em vectores
separados. Esta transformacéo de protoplastos implica a abertura de poros nas membranas
celulares para a introdugdo do DNA pretendido, atraves de i) tratamentos com PEG na
presenca de catides divalentes (e.g. iGes célcio); ii) electroporagdo; iii) microinjec¢do. Este
método de transformacdo directa foi crucial na transferéncia de DNA em espécies
recalcitrantes a outros métodos (e.g. mediado por Agrobacterium tumefaciens),
nomeadamente 0s cereais, mas para 0s quais ja estavam estabelecidos sistemas de
regeneracdo de plantas a partir de protoplastos (Rakoczy-Trojanowska, 2002). Contudo, o
facto de a probabilidade de transformacéo ser muito baixa (1 em 10 protoplastos origina
um transformante estavel) reitera a necessidade de haver eficientes sistemas de selec¢édo
dos protoplastos transformados e da consequente regeneracdo de plantas (Davey et al.,
2005).

Além disso, a expressdo génica transiente em protoplastos, que ja foi utilizada em
varias espécies vegetais para além de A. thaliana, demonstrou ser uma importante e
versatil ferramenta para uma rapida analise funcional de um determinado gene, localizacao
subcelular de uma proteina e para manipulagées bioquimicas (Yoo et al., 2007; Shen et al.,
2014). Os protoplastos sdo usados em estudos de expressdo transiente pois séo capazes de
serem transformados com material estranho, tal como DNA plasmidico, RNA ou virus e
expressar elevados niveis dos seus produtos genicos 24 h apds a inoculacdo (Nagata et al.,
1981; Kikkawa et al., 1982). Com o advento do gene repdrter GFP foi possivel identificar
protoplastos com potencial para a embriogénese somatica, revelado por Chesnokov et al.
(2002), cujos protoplastos isolados, derivados do mesdéfilo de Nicotiana plumbaginifolia,

foram previamente transformados com a constru¢do GFP.

Ha& vantagens na transformacdo do genoma cloroplastidial relativamente a do
genoma nuclear e que passam por uma maior capacidade de sintese de proteinas
heter6logas, bem como pela auséncia de efeitos de natureza epigenética nas plantas
regeneradas (Bock, 2001; Daniell et al., 2002). A primeira transformacdo de cloroplastos
ocorreu por introducdo de construcdes de DNA (mediada por PEG) em protoplastos de N.
tabacum (Golds et al., 1993; O’Neill et al., 1993; Koop et al., 1996). E provavel que esta
tecnologia assuma uma maior importancia com a possibilidade de extrapolar os protocolos
experimentais existentes para organismos modelo como N. tabacum para culturas com
interesse econdmico, com o intuito de levar a producdo de proteinas recombinantes em

larga escala (Maliga, 2003).
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Na actual geracdo das biotecnologias 6micas, 0s protoplastos demonstraram
novamente o seu potencial de single-cell system ao poderem contribuir para avangos
significativos na genomica, transcritbmica, protedmica e metabolomica (Davey et al.,
2005).

Em suma, as potencialidades dos protoplastos como single - cell systems tornam
cada vez mais importante a sua aplicacdo a plantas com crescente interesse comercial e

biotecnoldgico, como é o caso do tamarilho.

1.4. Objectivos

O tamarilho € uma espécie cujo interesse econdémico e biotecnologico tem vindo a
crescer significativamente nos Gltimos anos. As particularidades nutritivas dos seus frutos
s80 uma caracteristica apelativa para a produgdo desta planta como espécie fruticola. Além
disso, 0 seu potencial biotecnolégico como sistema modelo alternativo para o estudo de
aspectos chave do processo de indugdo de embriogénese somatica tem sido demonstrado
através de diversos resultados obtidos. Sendo uma espécie para a qual foram ja
desenvolvidos protocolos eficientes de micropropagacdo, nomeadamente através de
embriogénese somatica, e alguns dos quais associados a regeneracdo de plantas
geneticamente modificadas, torna-se de extrema importancia alargar esse leque de
tecnologias através do desenvolvimento de um protocolo de isolamento, cultura e
regeneracdo de plantas a partir de protoplastos de tamarilho. As potencialidades desta
tecnologia com importantes aplicabilidades, quer em processos de melhoramento, quer de
analise molecular da espécie, irdo contribuir como novas ferramentas para a cultura do
tamarilho e também reforcar o seu papel como sistema modelo numa perspectiva de

investigacdo em ciéncia fundamental.

Deste modo, o trabalho de investigacdo desenvolvido teve como principal objetivo
a optimizacdo e estabelecimento de protocolos optimizados de isolamento e purificacdo de
protoplastos de tamarilho, com vista a sua aplicacdo em trabalhos futuros de regeneracdo in
vitro de plantas a partir desses protoplastos, tendo por base estudos preliminares iniciados
neste laboratério (Tomé et al.,1992; Guimarédes et al., 1996). ApGs a optimizacdo da
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metodologia de obtencdo de protoplastos do meséfilo foliar, a sua aplicagdo alargou-se a
outros tipos de explantes iniciais, nomeadamente calos embriogénicos e ndo embriogénicos
e explantes embriogenicamente induzidos, de forma a aumentar a abrangéncia do protocolo
desenvolvido e a possibilitar a sua utilizacdo em processos de melhoramento da espécie ou
em ensaios direccionados para estudos de biologia molecular e de expressdao de genes

relacionados com a competéncia embriogeénica.

O estabelecimento destes protocolos é um pré-requisito para o desenvolvimento de
estudos subsequentes, nomeadamente: i) eficiente regeneracdo in vitro a partir dos
protoplastos foliares; ii) transformacdo genética a partir da utilizacdo de protoplastos; ii)
analises de biologia molecular ao nivel de single - cell analysis; iii) genémica funcional; e
iv) melhoramento vegetal (e.g., obtencdo de hibridos somaéticos por fusdo entre

protoplastos dipldides e tetrapléides).
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2.1. Material Vegetal

Para a realizacdo deste trabalho experimental utilizou-se material vegetal
previamente estabelecido em cultura in vitro no Laboratério de Biotecnologia Vegetal do
Departamento de Ciéncias da Vida da Universidade de Coimbra, nomeadamente trés linhas
clonais dipléides (denominadas TD1, TD2 e TD3) (Fig. 7A) e uma linha tetrapldide
(designada por TT) (Fig. 7B). A linha tetrapl6ide foi obtida a partir da linha dipléide TD1

por tratamento com colquicina (Antunes, 2010).

Recorreu-se também a calli embriogénico e ndao embriogénico (linhas CE e CNE,
respectivamente) (Figs. 7C e 7D), obtidos em meio de inducdo de embriogéenese somatica
em explantes foliares de plantas da linha TD1 (Correia, 2011), bem como a explantes

foliares da mesma linha TD1 apds 6 semanas de inducao.

2.2. Métodos

2.2.1. Precondicionamento do material vegetal

a) Explantes foliares das linhas dipldides e tetrapléides

As plantas previamente estabelecidas in vitro foram micropropagadas a partir da
proliferacdo de meristemas axilares. Os segmentos nodais foram inoculados em meio base
MS (Murashige e Skoog, 1962), suplementado com sacarose a 3% (w/v) e 6-
benzilaminopurina (BAP) a 0,2 mg/l, sendo o pH ajustado a 5,6-5,8. O meio de cultura,
designado por MSBA, foi solidificado com agar a 0,6% (w/v) e autoclavado a 121°C,
durante 20 minutos. Dez a doze segmentos nodais foram inoculados por cada caixa de
cultura (Microbox Combiness, 97 x 80 mm, com filtro XXL) com cerca de 90 ml de meio.

As culturas foram colocadas numa cdmara de crescimento, sob as seguintes condi¢des:
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24+1 °C de temperatura e um fotoperiodo de 16h luz/8h escuro, sendo a intensidade
luminosa 15-20 umol.m™.s™. Este material foi subcultivado com uma periocidade de 3 a 4
semanas, sendo posteriormente transferido para um meio de cultura MS com a mesma
composigdo (excepto BAP) e pH, de modo a permitir uma maior expansdo foliar e a
constante disponibilidade destes explantes para a realizacdo dos ensaios de isolamento de
protoplastos. Seis a sete plantulas foram inoculadas em cada caixa de cultura (Microbox

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

b) Explantes embriogenicamente induzidos

As folhas apicais mais jovens e expandidas, com aproximadamente 1,5 cm de
comprimento, foram excisadas dos rebentos caulinares da linha TD1 inoculados em meio
de cultura MSBA. Cada uma das folhas foi seccionada em 4 segmentos, procedendo-se de
seguida ao ferimento aleatorio da sua face abaxial, com o auxilio de um bisturi. Dez a doze
segmentos foram colocados com a face abaxial em contacto com 60 ml de meio de inducéo
de embriogénese em caixas de cultura (Microbox Combiness, 97 x 50 mm, com filtro
XXL). O meio de indu¢do — meio TP — é constituido por meio base MS, suplementado com
sacarose a 9% (w/v) e picloram a 5 mg/l, e cujo pH foi ajustado a 5,6 — 5,8. O meio TP foi
gelificado com Phytagel (Sigma-Aldrich, EUA) a 0,25% (w/v) e autoclavado a 121 °C

durante 20 minutos. As culturas foram incubadas em estufa a 24+1 °C, no escuro.

c) Calli embriogénico e ndo embriogénico

A manutencdo e proliferacdo in vitro das linhas de calo embriogénico e nédo
embriogénico previamente estabelecidas foram feitas através de subculturas sucessivas em
meio de cultura TP fresco. Com uma periodicidade de 3 a 4 semanas, transferiram-se
massas de callus (cerca de 40 mg) para 50 ml de meio TP liquido em baldes Erlenmeyer de
100 ml. As massas celulares foram colocadas em cultura numa incubadora com agitacédo

orbital (120 rpm), a 25 °C e no escuro. Os calli em meio liquido foram igualmente

28



MATERIAL E METODOS

repicados em papel de filtro esteril colocado sobre 15 ml de meio TP sélido em caixas de

Petri (100 mm x 20 mm). As culturas foram incubadas em estufa a 24+1 °C, no escuro.
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Figura 7. Material vegetal de tamarilho utilizado para o isolamento de
protoplastos. Plantas das linhas TD1 (A) e TT (B) com 4 - 6 semanas em meio
MS e calli CE (C) e CNE (D) ap6s 6 semanas em meio TP gelificado. As barras

nas figuras C e D correspondem a 5mm.
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2.2.2. Isolamento e purificacdo de protoplastos

a) A partir de explantes foliares

Este procedimento teve como base o protocolo de isolamento e purificagdo de
protoplastos a partir de folhas de Solanum lycopersicum descrito por Horvath (2009). E de
salientar que todo o processo foi realizado em condi¢des de assepsia. As solucGes abaixo
mencionadas foram esterilizadas por filtracdo através de filtros de seringa de malha de
acetato de celulose com 0,20 um (Ministart NML, Sartorius, Alemanha). As plantas foram

colocadas no escuro 1 a 3 dias antes da realizacdo dos ensaios.

Apols 4 a 6 semanas em meio MS, 1 g de peso fresco de folhas jovens bem
expandidas e sem peciolos das linhas dipléides TD (TD1, TD2 e TD3) e tetraploide TT
(Fig. 8) foi colocado numa caixa de Petri (100 mm x 20 mm) com 15 ml de solugdo K3 —
sacarose a 0,4 M (adaptado de Nagy e Maliga, 1976) (Tabela 1). O pH da solugdo K3 foi
ajustado a 5,5 antes da adicdo da sacarose. As nervuras centrais foram removidas e as

folhas cortadas em segmentos de 2 a 3 mm>.

Apo6s 10 minutos de incubacdo na solucdo de pré-plasmolise, esta foi substituida
por 15 ml de solucdo enzimética. A solucdo enziméatica era composta por celulase
“Onozuka” R-10 (Yakult Pharmaceuticals, Japdo) e macerozima R-10 (Yakult
Pharmaceuticals, Japéo), dissolvidas em meio K3 — sacarose a 0,4 M, sendo o pH ajustado
a 5,7. Foram testadas diferentes concentracdes de celulase (1,5% e 2% wi/v) e de
macerozima (0,25%, 0,50% e 0,75% wi/v), por forma a determinar a influéncia de cada
combinacdo enzimética no rendimento e viabilidade dos protoplastos obtidos (tratamentos
1B a 1G — Tabela 2; Fig. 8). A solugdo enzimatica contendo celulase a 2% (w/v) e
macerozima a 0,5% (w/v) (tratamento 1B — Tabela 2) foi aquela que melhores rendimentos
proporcionou, pelo que todo o procedimento subsequente foi efectuado de acordo com esta

combinacdo enzimatica.

O efeito da temperatura/duragéo da digestdo enzimatica em condic@es de escuriddo

também foi testado. Para tal, as réplicas foram incubadas numa estufa com agitacéo orbital
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a: 1) 27 °C, overnight (14 — 16 h), 30 rpm (tratamento 1B — Tabela 2); ii) 30 °C, 6 h, 40 rpm
(tratamento 1H — Tabela 2); e iii) 30 °C, 7 h, 40 rpm (tratamento 11 — Tabela 2).

Explante foliar
(19 PF)

Solucao de pré-plasmolise
(15 ml — 10 min)

Solugéo enzimética (15ml)

0@

Celulase Macerozima | ratamento
(% wiv) (% wiv)
0,25 1E
15 0,50 1F
0,75 1G
0,25 1C
2,0 0,50 1B
0,75 1D

Incubagdo enzimatica (escuro)  Tratamento

27 °C, overnight, 30 rpm 1B
30°C, 6h, 40 rpm 1H
30°C, 7h, 40 rpm 1l

Figura 8. Representacdo esquemaética do isolamento de protoplastos a
partir de explantes foliares.
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Tabela 1. Composigdo quimica do meio de pré-plasmolise, K3 — sacarose a 0,4M, e dos meios de
cultura Mprot, B5 e MS.

K3 — sacarose

Mprot B5 MS
pOH4&'3\{|5 pH 58 pH 5,8 pH5,8
Macronutrientes mg/Il
KNO; 2500,0 2500,0 2500,0 1900,0
NH;NO; 250,0 1650,0
(NH4),SO4 134,0 134,0 134,0
CaCl, « 2H,0 900,0 450,0 150,0 440,0
MgSO, * 7H,0 250,0 250,0 250,0 370,0
NaH,PO,* 2H,0 150,0 170,0 150,0
Ca(H,PO,), * H,0O 100,0
KH,PO, 170,0
Micronutrientes mg/l
MnSO, * H,O 10,0 13,2 10,0 22,3
ZnSO, « TH,0 2,0 2,0 2,0 8,6
H3BO; 3,0 3,0 3,0 6,2
Kl 0,75 0,75 0,75 0,83
Na,MoO, * 2H,0 0,25 0,25 0,25 0,25
CuSO, * 5H,0 0,025 0,025 0,025 0,025
CoCl; « 6H,0 0,025 0,025 0,025 0,025
Fonte de Ferro mg/I
Na,EDTA « 2H,0 37,3 37,3 37,3 37,3
FeSO, * 7H,0 27,8 27,8 27,8 27,8
Compostos Organicos mg/l
Glicina 2,0
Acido nicotinico 1,0 1,0 1,0 0,5
Piridoxina * HCI1 1,0 1,0 1,0 0,5
Tiamina « HCI1 10,0 10,0 10,0 0,1
Mio-inositol 100,0 100,0 100,0 100,0
Acucares g/l
Xilose 0,250
Sacarose 136,92 1,0 10,0 10,0
Glucose 18,0 18,0 18,0
Manitol 100,0 100,0 100,0
PGRs mg/l
2,4-D 0,1 0,1 0,1
NAA 1,0 1,0 1,0
BAP 1,0 1,0 1,0
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Dois métodos de purificagdo foram aplicados as solugdes resultantes da incubagéo
enzimatica dos explantes foliares (Fig. 9), de modo a separar 0s protoplastos dos restantes
tecidos degradados ou ndo digeridos. Numa primeira abordagem, a solucdo foi filtrada
através de um crivo de malha metalica de 70 pm. O filtrado foi transferido equitativamente
para 2 tubos de centrifuga Greiner de 12 ml (Sigma-Aldrich), sobre o qual se adicionou,
cuidadosamente, 2 ml de solucdo W5 (9,0 g/l de NaCl, 18,4 g/l de CaCl,.2H,0, 0,8 g/l de
KCI e 1 g/l de glucose, a pH 5,8; adaptado de Menczel et al., 1981). Efetuou-se uma
centrifugacgdo a 100 g, fazendo-se variar o tempo em 5 e 10 minutos (tratamentos 1A e 1B,
respectivamente — Tabela 2). Neste método, os protoplastos purificados constituem uma
banda interfasica que se forma apos a centrifugacdo entre as 2 camadas liquidas, sendo
recolhidos com o auxilio de uma pipeta de Pasteur e transferidos para um novo tubo de
centrifuga. Juntou-se 5 ml da solucdo W5 e ressuspendeu-se suavemente. Efetuou-se uma
nova centrifugacdo a 50 g, durante 5 minutos. O sobrenadante foi rejeitado e o pellet

ressuspendido em 5 ml de W5, repetindo-se a ltima centrifugacéo.

Num segundo método de purificacdo (adaptado de Grgnlund et al., 2012), o
material vegetal digerido foi filtrado através de um filtro de malha de nylon de 70 pum
(Fisherbrand, Fisher Scientific) para tubos Falcon de 50 ml (Corning). Adicionou-se 4 ml
da solucdo de lavagem W5 e testou-se 2 sequéncias de centrifugacédo: i) 100 g — 10 min, 50
g — 5 min (tratamento 1J — Tabela 2), e ii) 300 g — 5 min, 300 g — 5 min (tratamento 1K —
Tabela 2). Entre cada centrifugacdo, o sobrenadante foi rejeitado e o pellet ressuspendido
suavemente em 5 ml da solucdo W5. Apo6s a segunda centrifugacdo, removeu-se 0
sobrenadante, estimou-se o volume de suspensdo de protoplastos e fez-se a contagem de
protoplastos. Posteriormente, filtrou-se a suspensdo celular através de um filtro de malha
de nylon de 40 um (Fisherbrand, Fisher Scientific), realizou-se uma nova contagem dos
protoplastos obtidos e ressuspendeu-se com W5 por forma a obter o volume final
pretendido (Fig. 9).
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W5 (2 ml)

dcentrifugacdo  Tratamento

100 g — 5 min 1A

100 g — 10 min 1B
i— banda interfésica

24 centrifugacdo  Tratamento
50 g — 5 min 1A
50 g — 5 min 1B

\

B— pellet

|

70 pum

12 centrifugagdo  Tratamento

100 g — 10 min 1J
300 g — 5 min 1K

- -

pellet

-
2% centrifugagdo ~ Tratamento
50 g — 5 min 1]
300 g — 5 min 1K

l

—d .. I

T

Figura 9. Representacdo esquematica dos 2 métodos de purificacdo de protoplastos obtidos a partir

de explantes foliares.
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Tabela 2. Resumo dos tratamentos de isolamento e purificagdo utilizados para a obtencdo de

protoplastos a partir de explantes foliares. Legenda: cel — celulase; mac — macerozima.

TRATAMENTO 1

A B C D E F
Material vegetal Folhas de Folhas de Folhas de Folhas de Folhas de Folhas de
(1gPF TD TDeTT TDeTT TDeTT TDeTT TDeTT
Pré-tratamento 1 -3 dias 1 -3 dias 1-3dias 1-3dias 1-3dias 1 -3 dias
material vegetal a0 escuro ao escuro a0 escuro ao escuro ao escuro a0 escuro

Pré-plasmolise
(K3 — sacarose Sim Sim Sim Sim Sim Sim
0,4M) (pH 5,5)

ISOLAMENTO DE PROTOPLASTOS

enziig:?cgaé(()KS - cel 2%, cel 2%, e, 2By SRl G
saca(1;c|)_s|e5(,)7,;1M) mac 0,5% mac 0,5% Oggg/o OT?g((:A) Ofgg‘jﬁ (;n ;0;)
Temperatura (°C) 27 27 27 27 27 27
Duracéo (h) 14-16 14-16 14-16 14-16 14-16 14-16
Agita(‘ﬁ?n‘;rb"a' 30 30 30 30 30 30

PURIFICACAO DE PROTOPLASTOS

-
17 Filtragem 70 70 70 70 70 70
(um)
100 g 100 g 100 g 100 g 100 g 100 g
) 5 min 10 min 10 min 10 min 10 min 10 min
12 Centrifugacéo
Banda Banda Banda Banda Banda Banda
interfasica  interfasica  interfasica  interfasica  interfasica  interfésica
. « 50¢g 509 50g 509 5009 5009
a
2* Centrifugagdo 5 min 5 min 5 min 5 min 5 min 5 min
2% Filtragem
(um)
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Tabela 2 (cont.). Resumo dos tratamentos de isolamento e purificacdo utilizados para a

obtencdo de protoplastos a partir de explantes foliares. Legenda: cel — celulase; mac —

macerozima.

TRATAMENTO 1 (continuacao)

G H I J K
Material vegetal Folhasde  Folhasde  Folhasde  Folhasde  Folhas de
(1gPF) TDeTT TDeTT TDeTT D D
Pré-tratamento 1 -3 dias 1 -3 dias 1 -3 dias 1 -3 dias 1 -3 dias
material vegetal ao escuro ao escuro ao escuro ao escuro ao escuro
Pré-plasmolise
(K3 — sacarose Sim Sim Sim Sim Sim
0,4M) (pH 5.5)
ISOLAMENTO DE PROTOPLASTOS
Solugéo o
enzimatica (K3 — celr#i@, cel 2%, cel 2%, cel 2%, cel 2%,
sacarose 0,4M) mac 0,5% mac 0,5% mac 0,5% mac 0,5%
0,75%
(pH 5,7)
Temperatura (°C) 27 30 30 27 27
Duracéo (h) 14 -16 6 7 14 - 16 14 -16
Agitacgdo orbital 30 40 40 30 30
(rpm)
PURIFICAGCAO DE PROTOPLASTOS
-
1* Filtragem 70 70 70 70 70
(nm)
100 g 1009 1009
] 10 min 10 min 10 min Lon g 300.9
12 Centrifugagéo 10 min 5 min
Banda Banda Banda Pellet Pellet
interfasica  interfasica  interfasica
. . 50¢g 50¢g 50¢g 509 300 ¢
a
2 Centrifugagao 5 min 5 min 5 min 5 min 5 min
-
22 Filtragem 40 40
(nm)
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b) A partir de calli e explantes embriogenicamente induzidos

Trés a quatro dias antes da realizagdo de cada ensaio, os calos foram repicados para
meio TP liquido fresco. Tanto os explantes embriogenicamente induzidos como os calli
foram incubados em caixas de Petri com 15 ml de solucdo enzimatica (Fig. 10). Diferentes
composicdes enzimaticas foram testadas primeiramente com a linha CE, tendo-se utilizado
celulase “Onozuka” R-10 (Yakult Pharmaceuticals, Japdo) a 1% (w/v) e variado as
concentracBes de pectinase (Sigma-Aldrich), driselase (Fluka AG, Buchs SG, Suica) e
macerozima R-10 (Yakult Pharmaceuticals, Japdo) (tratamentos 2A a 2D — Tabela 3); as
enzimas foram dissolvidas em meio K3 — sacarose a 0,4 M (Tabela 1) e o pH da solucéo
ajustado a 5,7. A composicdo enzimética a partir da qual se obteve um maior rendimento
foi celulase a 1% (w/v), driselase a 0,2% (w/v) e pectinase a 0,02% (w/v) (tratamento 2D —
Tabela 3), pelo que todos os passos subsequentes para a obtencdo de protoplastos se

basearam nesta solucdo enzimatica.

Com o objetivo de determinar a influéncia da temperatura/duracdo da incubacéo
enzimatica, as amostras foram colocadas numa estufa com agitacéo orbital e no escuro, sob
as seguintes condicdes: i) 25 °C, overnight (20 — 22 h), a 30 rpm; ii) 27 °C, overnight (14 —
16 h), a 30 rpm; e iii) 30 °C, 6 h 30 min, em vacuo (dentro de um excicador), a 40 rpm

(tratamentos 2D, 2F e 2G, respectivamente — Tabela 3).
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Solugéo enzimatica (15 ml) Tratamento

pectinase 0,1% 2A
CE pectinase 0,2% 2B
(1gPF) celulase 1%  macerozima 1% 2C

driselase 0,2%, °D
pectinase 0,02%

CNE Solugédo enzimética (15 ml) — Tratamento 2H
(1gPF)
Solugao enzimética (15 ml) Tratamento
driselase 0,2%, o
Explantes celulase 0,1%  Ppectinase 0,02%
embr_iogen_icamente macerozima 0,5% 2]
induzidos '

(1gPF)
Incubacédo enzimética (escuro)  Tratamento
25°C,20-22h, 30 rpm 2D
27°C,14-16 h, 30 rpm 2F

30 °C, 6h30, 40 rpm 2G

Figura 10. Representacdo esquematica do isolamento de protoplastos, a partir de explantes

embriogenicamente induzidos e calli.
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De seguida, aplicou-se um método de purificacdo de protoplastos idéntico ao
descrito para os explantes foliares (Fig. 11). O material vegetal digerido foi filtrado através
de filtros de malha de nylon de 70 um (Fisherbrand, Fisher Scientific) para tubos Falcon de
50 ml (Corning), adicionando-se posteriormente 4 ml da solucdo de lavagem WS5.
Verificou-se a influéncia da velocidade de centrifugacdo, realizando-se para tal 2
sequéncias de centrifugacdo distintas: i) uma sequéncia ja estabelecida para os protoplastos
obtidos a partir dos explantes foliares, 100 g — 10 min, 50 g — 5 minutos (tratamento 2D —
Tabela 3), e ii) 300 g — 5 min, 300 g — 5 min (tratamento 2E — Tabela 3).

Apos a segunda centrifugacdo, removeu-se 0 sobrenadante, estimou-se o volume de
suspensao de protoplastos e efectuou-se a contagem de protoplastos. Nos tratamentos 2F e
2G (Tabela 3) filtrou-se ainda a suspensdo celular através de um filtro de malha de nylon
de 40 um (Fisherbrand, Fisher Scientific), fez-se uma nova contagem dos protoplastos

obtidos e ressuspendeu-se com W5 por forma a obter o volume final pretendido.

Estipulou-se o tratamento 2F (Tabela 3) na linha CE como padrdo, pelo que se
aplicou os mesmos parametros ao calo CNE e aos explantes embriogenicamente induzidos

(tratamento 2H e 2I, respectivamente — Tabela 3).

Para o tecido embriogenicamente induzido, dada a sua condi¢do de transi¢do de
explante foliar para tecido caloso, testou-se também a mesma combina¢do enzimatica

estabelecida para a obtencédo de protoplastos a partir de folhas (tratamento 2J — Tabela 3).

Na Figura 12, estdo representados os explantes de tamarilho que foram utilizados
para o isolamento de protoplastos, bem como os passos de manipulagdo necessarios até

alcancar a sua purificagao.
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12 centrifugacdo  Tratamento

100 g — 10 min 2D
300 g -5 min 2E

<
LI

pellet

-
22 centrifugacdo ~ Tratamento
50 g — 5 min 2D
300 g — 5 min 2E
é

= 40 um

—d| | I

—

Figura 11. Representacdo esquematica do método de purificacdo de protoplastos a partir de

explantes embriogenicamente induzidos e calli.
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Tabela 3. Resumo dos tratamentos de isolamento e purificacdo utilizados para a
obtencéo de protoplastos a partir de calli e de explantes embriogenicamente induzidos.

Legenda: cel — celulase; mac — macerozima; pect — pectinase; dris — driselase.

TRATAMENTO 2

A B C D E

Material vegetal calo CE
(19 PF) calo CE calo CE calo CE (0u 0,5 g PF) calo CE
Pré-tratamento 3 —4dias 3 —4dias 3 —4dias 3 —4dias 3 —4dias
. meio TP meio TP meio TP meio TP meio TP
material vegetal
fresco fresco fresco fresco fresco

Pré-plasmdlise
(K3 — sacarose Nao Nao Nao Nao Nao
0,4M) (pH 5.5)

ISOLAMENTO DE PROTOPLASTOS

Solucéo cel 1% cel 1%,
enzimatica (K3 — cel 1%, cel 1%, cel 1%, dris 0 2%/ dris 0,2%,
sacarose 0,4M) pect0,1%  pect 0,2% mac 1% " 0’023/’0 pect
(pH 5,7) pect . 0,02%
Temperatura (°C) 25 25 25 25 25
Duragéo (h) 20 -22 20 -22 20-22 20 -22 20-22
Agitacdo orbital
(rpm) 30 30 30 30 30
PURIFICACAO DE PROTOPLASTOS
-
1 F('S;f)gem 70 70 70 70 70
100g 100g 100g 100 g 300 g
12 Centrifugacao 10 min 10 min 10 min 10 min 5 min
Pellet Pellet Pellet Pellet Pellet
. x 509 5049 509 509 3009
a
2 Centrifugagao 5 min 5 min 5 min 5 min 5 min
2% Filtragem .
(um)
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Tabela 3 (cont.). Resumoesumo dos tratamentos de isolamento e purificacdo utilizados para a

obtencdo de protoplastos a partir de calli e de explantes embriogenicamente induzidos.
Legenda: cel — celulase; mac — macerozima; pect — pectinase; dris — driselase.

TRATAMENTO 2 (continuagao)

F G H I J
Material vegetal calo CE calo CE calo CNE Tecido embriogenicamente
(1gPF) (0,5gPF) (0,5gPF) induzido
3-4 . .
) . 3 -4 dias 3 —4dias
Pre-tratamento dias meio TP meio TP
material vegetal meio TP
f fresco fresco
resco
Pré-plasmolise
(K3 — sacarose Né&o Né&o Né&o Né&o Né&o
0,4M) (pH 5,5)
ISOLAMENTO DE PROTOPLASTOS
Solucéo
enzimatica (K3 cel 1%, cel 1%, cel 1%, cel 1%, cel 2%
— sacarose dris 0,2%, dris 0,2%, dris 0,2%, dris 0,2%, mac 0 50%
0,4M) pect 0,02% pect 0,02% pect 0,02% pect 0,02% '
(pPH5,7)
Temperatura 27 30 97 97 97
°C)
Duragéo (h) 14 - 16 6h30 14 - 16 14 - 16 14 - 16
Agitagdo 30 40 30 30 30
orbital (rpm)
PURIFICACAO DE PROTOPLASTOS
1? Filtragem (pm) 70 70 70 70 70
100 g 100 g 100 g 1009 1009
12 Centrifugacio 10 min 10 min 10 min 10 min 10 min
Pellet Pellet Pellet Pellet Pellet
. x 50¢g 50¢g 509 50¢g 100g
a
2* Centrifugagao 5 min 5 min 5 min 5 min 5 min
2% Filtragem (pm) 40 40 --- 40 40
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2.2.3. Contagem e determinacdo da viabilidade dos protoplastos

Procedeu-se a determinacdo da concentracdo (c.c.) dos protoplastos em suspensao,
recorrendo a um hemocitometro, com 0,10 mm de profundidade e 2 camaras de contagem.
Em cada uma destas camaras, procedeu-se a contagem das células nos 5 quadrados
assinalados a azul na Figura 13A. Dentro de cada quadrado azul, fez-se uma contagem em
zig-zag, como mostra a Figura 13B. No caso dos protoplastos se situarem nos limites

inferior e direito de cada quadrado, estes ndo sdo tidos em conta para a contagem (Fig.

13C).

C
oo”.
®
® °
AT
[ J ..
o [

Figura 13. Camara de contagem do hemocitometro. S80 necessarios pelo menos 5
quadrados (a azul, A) para efectuar uma estimagdo significativa do numero de
protoplastos em suspensdo. Deve proceder-se a uma contagem em zig-zag por forma a
considerar todos os protoplastos existentes no campo de visdo (B), ndo se devendo ter

em conta os protoplastos localizados sobre os limites inferior e direito do quadrado

(©).

A observacdo foi feita num microscépio optico (Nikon Eclipse E400), sendo as

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

Estimou-se igualmente a viabilidade dos protoplastos, usando o corante Evans blue
(Sigma-Aldrich) a 0,4% (w/v) (Ling et al., 2010), tendo a osmolaridade da solugéo sido
ajustada com sacarose a 0,4 M. Ressuspendeu-se suavemente 15 ul da solugdo de Evans
blue — sacarose a 0,4 M com 15 pl da suspensdo de protoplastos. Aplicou-se

posteriormente 10 ul em cada uma das camaras de contagem do hemocitometro.
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Apos a contagem dos protoplastos totais e viaveis, calculou-se a concentragéo, c.c.

(protoplastos.ml™) de cada um destes,

_ Y (protoplastos em 5 quadrados da cAmara de contagem) X 10*
- 5 X factor de diluicao x 1/2

C.C.

e 0 numero de protoplastos:

#protoplastos = c.c.X volume inicial da suspensao de protoplastos (ml)

O rendimento do processo de isolamento e purificagdo de protoplastos, n
(protoplastos . g PF™), viaveis e totais, para cada uma das réplicas constantes do ensaio

realizado foi calculado de acordo com a seguinte férmula:

#protoplastos
massa (PF) de material vegetal (g)

r’:

A viabilidade dos protoplastos foi estimada como a percentagem do numero de
células viaveis relativamente ao namero total de células observado no mesmo campo,

utilizando a seguinte férmula:

S #protoplastos viaveis
%viabilidade = — %X 100
#protoplastos totais

2.2.4. Cultura de protoplastos

Apbs a contagem e determinagdo da c.c. de protoplastos totais, procedeu-se a
diluicdo da suspensdo com meio de cultura de modo a obter uma concentracdo de
plagueamento de 5 — 7 x 10° protoplastos.ml™. Dois meios de cultura foram inicialmente
testados — MS (Murashige e Skoog, 1962) e B5 (Gamborg et al., 1968) —, suplementados
com 2,4-D a 0,1 mg/l, NAA a 1,0 mg/l e BAP a 1,0 mg/l, e sacarose a 10% (w/v) (Tabela
1). Também se testou os meios Mprot (Reinert e Yeoman, 1982) e Mprot suplementado

com sacarose a 10% (w/v) (Ayala et al., 2011).
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No caso dos meios MS e B5, apenas se testou a cultura em meio liquido, tendo-se
adicionado iguais volumes de suspensao de protoplastos e do respectivo meio de cultura
em caixas de Petri (60 mm x 20 mm). Apos 3 dias de cultura, fez-se a diluicdo das

suspensdes de protoplastos com o dobro do volume de meio de cultura utilizado.

Os meios Mprot, gelificados com agarose tipo VII (Sigma-Aldrich) a 1,2% (w/v),
foram previamente aquecidos a 40 °C (Fig. 14). Ao volume de suspensdo de protoplastos
foi adicionado igual volume deste meio de cultura e cefotaxima a 250 ug/ml (d’Utra Vaz et
al., 1993), ressuspendendo a mistura suavemente com uma pipeta de plastico (ponta larga).
Aplicou-se esta mistura em forma de 4 a 5 droplets (aproximadamente com 1 cm de
didmetro) numa caixa de Petri (60 mm x 20 mm). ApoOs a gelificacdo das droplets,
adicionou-se 3 ml de meio Mprot liquido. As culturas de protoplastos foram incubadas em
estufa a 28 °C, ao escuro, durante 10 dias, sendo depois transferidas para uma camara de
crescimento a 2411 °C, com fotoperiodo 16h luz / 8h escuro, mas com fraca intensidade
luminosa. Ap6s 15 dias, 0 meio Mprot — sacarose a 10% (w/v) liquido foi substituido por
um meio Mprot — sacarose a 3% (w/v) liquido, devendo-se proceder a esta substituicdo de
2 em 2 semanas. A evolucdo das culturas foi seguida regularmente, tendo em atencéo
aspectos como a formacédo de parede celular, a viabilidade das células e a sua entrada em

divisao celular.

Mprot + agarose 1,2% (w/v)

G/ cefotaxima 250 pg/ml

10 dias
< < = 24°C, FP 16/8
28°C, escuro

Mprot liquido
droplet droplet (3 ml)

Figura 14. Cultura de protoplastos obtidos a partir de explantes foliares.
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2.2.5. Extraccdo e analise da qualidade de RNA total dos protoplastos

a) Extraccdo e quantificacdo de RNA total dos protoplastos

Este procedimento foi adaptado de Yadav et al. (2013) e para a extraccdo do RNA
total dos protoplastos provenientes das linhas TD1, CE, CNE e do tecido
embriogenicamente induzido foi utilizado o kit Nucleospin RNA plant (Macherey-Nagel,
Alemanha). As suspensdes celulares foram mantidas em gelo, adicionando-se tampdo RAP
até perfazer 3 ml de volume final. Adicionou-se B-mercaptoetanol a 1% (v/v) e
seguidamente 1,5 ml de etanol a 70% (v/v) (mantido previamente em gelo). Nas etapas de
ligacdo do RNA a membrana, digestdo de DNA, dessalinizacdo e lavagem da membrana e
eluicdo do RNA, seguiu-se as indicacdes do manual do kit acima mencionado. A

quantidade de RNA extraido foi avaliada por espectrofotometria em Nanodrop 2000c.

b) Awvaliacdo da qualidade do RNA por electroforese

Todo o material utilizado na electroforese foi tratado overnight em de agua
bidestilada com dietilpirocarbonato (DEPC) a 0,1% (v/v). A agua bidestilada tratada com
DEPC foi posteriormente recolhida e autoclavada duas vezes a 121°C durante 20 minutos.

O gel para electroforese foi preparado com agarose a 1,2% (w/v) em tampéo
Tris/Borato/EDTA (TBE) (1x). Dissolveu-se a agarose por aquecimento e depois
arrefeceu-se a cerca de 65 °C antes de se adicionar 4 pl do corante Midori Green (Nippon
Genetics) por cada 100 ml de gel. Foram carregados em gel 375 ng de RNA total ndo
desnaturado de cada amostra. A electroforese foi feita com a aplicacdo de 80V, a
temperatura ambiente, durante cerca de 2 horas, usando como padrdo de peso molecular 12
ul do Hyperladder™ I (Bioline).
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2.2.6. Analise estatistica

Para cada tratamento, foram efectuadas pelo menos 2 réplicas. Na determinacao do
rendimento de protoplastos de cada réplica procedeu-se pelo menos a 3 contagens
independentes no hemocitometro. Fez-se a analise de variancia dos dados (ANOVA) e as
médias e desvios padrdo foram estatisticamente comparados usando o teste de Fisher
(Least Significant Difference, LSD) (p < 0,05). Para a comparacao de valores médios entre
2 tratamentos independentes usou-se o teste paramétrico t de Student bicaudal (p < 0,05).
Os dados foram analisados atraves do GraphPad Prism 6 (GraphPad Software Inc., EUA).
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3.1. Isolamento e purificacdo de protoplastos

a) A partir de explantes foliares

Com o intuito de optimizar um protocolo de isolamento e purificagdo de
protoplastos a partir de explantes foliares das linhas diploides e tetraploides, foram
analisados varios parametros, nomeadamente a combinacdo enzimatica, temperatura e
duracdo da incubacgdo enzimaética, e os métodos de purificacdo. Deste modo, foi possivel
determinar, quer o rendimento, quer a percentagem de viabilidade dos protoplastos obtidos

em cada tratamento realizado, a partir de 1 grama de peso fresco de folhas.

E importante referir que plantas das 3 linhas dipléides (TD1, TD2, TD3) foram
utilizadas aleatoriamente num mesmo tratamento, visto que 0 objectivo ndo era ter em
conta o efeito de cada tratamento num determinado gendtipo, mas sim na condi¢do de
diploidia, de modo a estabelecer subsequentes comparagdes com a linha tetrapldide TT.
Assim, independentemente do gendtipo diploide utilizado como réplica, serdo

genericamente designados por TD.

No tratamento 1A (Tabela 2), apos a 12 centrifugacdo efectuada, verificou-se a
existéncia de particulas ainda em suspensdo no sobrenadante, as quais poderiam ser
protoplastos que, devido a duracdo da centrifugacdo (5 min.), ndo haviam ainda sido
integrados na banda interfasica formada entre as 2 solugdes. Deste modo, procedeu-se
primeiro a averiguacdo do tempo da 1% centrifugacdo, testando-se também 10 min.
(tratamento 1B — Tabela 2). Verificou-se que uma centrifugagéo a 100 g durante 10 min.
(2,041+0,293 x 10° protoplastos / g PF) em vez de 5 min. (3,666+0,276 x 10° protoplastos /

g PF), aumentou significativamente o rendimento de protoplastos obtidos (Fig. 15).
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Figura 15. Efeito dos diferentes tempos de duracéo da 12 centrifugacéo a 100 g
(tratamentos 1A, 5 min. e 1B, 10 min.) no rendimento dos protoplastos obtidos
a partir de explantes foliares das linhas TD. Os valores correspondem a média +
desvio padrdo de 3 réplicas. Os valores com letras diferentes sdo
significativamente diferentes, segundo o teste paramétrico t de Student bicaudal,
(p <0,05).

Apos esta verificacdo, testou-se o efeito da combinagdo enzimatica no rendimento e
viabilidade dos protoplastos das linhas TD e TT. Para tal, recorreu-se a solugdes com
celulase a 2% (w/v), variando a concentracdo de macerozima: 0,25, 0,5 e 0,75% (w/v)
(respectivamente, tratamentos 1C, 1B e 1D — Tabela 2).

Dentro de cada nivel de ploidia, ndo se observaram diferencas significativas nos
rendimentos entre os tratamentos (Fig. 16A). No entanto, a solugédo contendo celulase a 2%
(w/v) e macerozima a 0,5% (w/v), foi aquela que proporcionou um maior rendimento
(2,041+0,293 x 10° protoplastos / g PF) para a linha TD, pois tendo em conta a ordem de
grandeza, representou cerca de 1 milh&o de protoplastos a mais do que nos tratamentos C e
D (1,194+0,499 e 1,336+1,035 x 10° protoplastos / g PF, respectivamente). Constatou-se
também que, para 0 mesmo tratamento, 0 nimero de protoplastos obtidos para a linha TT

foi sempre inferior ao da linha TD.

Além disso, os tratamentos entre si ndo interferiram significativamente na

viabilidade dos protoplastos das linhas TD (Fig. 16B). No entanto, para a linha TT a
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viabilidade dos protoplastos isolados no tratamento 1C foi significativamente superior do a

do tratamento 1D.
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Figura 16. Influéncia das diferentes combinag¢fes enzimaéticas (tratamentos 1B a
1D no rendimento (A) e viabilidade (B) dos protoplastos obtidos a partir de
explantes foliares de TD e TT. Os valores apresentados sdo relativos a média +
desvio padrdo de 3 réplicas. Os valores com a mesma letra, para a mesma linha,

ndo sdo significativamente diferentes (segundo o teste LSD, p < 0,05).
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Nos tratamentos em que se testaram as combinac¢Bes enziméaticas com celulase a
1,5% (w/v) e se variou a concentracdo de macerozima (0,25; 0,5; 0,75% w/v), verificou-se
que, apesar de as células observadas ao microscopio éptico ja apresentarem uma forma
esférica caracteristica dos protoplastos, ainda se observava uma birrefringéncia em certas
porcdes da célula indicativa de que a digestdo enzimatica da parede celular havia sido
incompleta. Deste modo, ndo se inferiu nem o rendimento nem a viabilidade dos

protoplastos relativamente aos tratamentos 1E a 1G (Tabela 2).

No que respeita a combinacdo temperatura/duracdo da digestdo enzimatica
realizada em condicdes de escuriddo, trés tratamentos foram avaliados. Para as digestdes
enzimaticas sujeitas a 30 °C e a uma agitacdo orbital de 40 rpm, observou-se a tonalidade
da solucdo enzimatica (acastanhado translicido) ao fim de 4, 5, 6 e 7 h. Apenas a partir da
6% h de incubacdo enzimatica é que se verificou que esta solucdo apresentava uma
tonalidade esverdeada, indicativa da libertacdo dos protoplastos. Deste modo, o0s
tratamentos (Tabela 2) consistiram na combinacdo 30 °C / 6 h /40 rpm (1H) e 30 °C /7 h/
40 rpm (11), os quais foram comparados entre si e com o tratamento 1B ja obtido

anteriormente (27 °C / overnight / 30 rpm).

Nas linhas TD, o tratamento 1B foi significativamente diferente dos tratamentos 1H
e 1l (Fig. 17A). Pelo contrario, para a linha TT o tratamento 1H proporcionou um
rendimento maior do que o 1l, ndo se registando diferencas significativas entre estes e 0
tratamento overnight 1B. Relativamente a viabilidade em cada tratamento (Fig. 17B), quer

para TD, quer para TT, ndo foram registadas diferencas significativas.

54



RESULTADOS

A
251 a
— TT
w
o 20 Hl
(=2
o & b
2
c 2
[} n 15
E =
= o
ko] a
c 2 104 a,b
@ o b
1S
x o= b T
o 5 i b
— e o
(e T T T
1H 11 1B
Tratamentos
B
a a a
100 a
T a a I
~ 801 T T T
g
(5] -
et 60
[
2
= 40-
o)
8
> 204
0- T T T
1H 11 1B

Tratamentos

Figura 17. Efeito das diferentes combinacGes temperatura / duracdo de incubacdo
enzimatica (tratamentos 1H, 11 e 1B) no rendimento (A) e viabilidade (B) dos
protoplastos obtidos a partir de folhas das linhas TD e TT. Os valores apresentados
sdo relativos a média + desvio padrdo de, pelo menos, 2 réplicas. Letras diferentes,

para a mesma linha, representam diferencas significativas (segundo teste LSD, p <
0,05).

Averiguou-se o efeito do método de purificacdo em termos de rendimento de
protoplastos isolados a partir de folhas das linhas TD (Fig. 18). O método de purificacdo
associado a obtencdo de banda interfasica (Figs. 19A e 19B) foi mais eficiente do que o
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método que leva a sedimentacdo dos protoplastos num pellet e passagem por filtro de 40

um (respectivamente, tratamentos 1B e 1J — Tabela 2).

Rendimento
(105 protoplastos/g PF)

1B 1J-70 um 1J -40 ym

Tratamentos

Figura 18. Influéncia do método de purificacdo (tratamentos 1B e 1J) na
guantidade de protoplastos obtidos por grama de peso fresco, a partir de
explantes foliares das linhas TD. Os valores correspondem a média + desvio
padrdo de 3 réplicas. Os valores com letras diferentes sdo significativamente
diferentes (segundo teste LSD, p < 0,05).

Tendo em conta que o protocolo a partir do qual se adaptou o método de
purificacdo envolve centrifugagcfes / lavagens, testou-se igualmente uma sequéncia de
centrifugacdes a 300 g, 5 min (tratamento 1K — Tabela 2). Os protoplastos plasmolisaram a
esta velocidade de centrifugacdo, pelo que ndo foi possivel determinar o respectivo
rendimento.

Na Tabela 4, encontram-se sumarizados os valores de rendimento e viabilidade dos

protoplastos isolados a partir das folhas.

Para distinguir protoplastos vidveis dos ndo viaveis (Fig. 19C), recorreu-se ao
corante de excluséo Evans blue, o qual permitiu inferir a sua viabilidade. A determinacdo
do rendimento dos protoplastos das linhas TD e TT foi realizada através da sua contagem
num hemocitometro (Figs. 20A e 20B). De acordo com a medi¢cdo da dimensdo dos
protoplastos das linhas diploides, foi possivel verificar que se situam entre os 18 e os 47
um (34,6+8,780 um).
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Tabela 4. Quadro — resumo relativo ao rendimento e % de viabilidade (valores médios +
desvio padrdo, de acordo com 3 réplicas para cada tratamento) obtidos nos respectivos
tratamentos, a partir de explantes foliares das linhas TD e TT ap0s 4 — 6 semanas de cultura
em meio MS. Letras diferentes, para a mesma linha, correspondem a diferencas
significativas, segundo o teste LSD (p < 0,05).

Rendimento Viabilidade
(10° protoplastos / g PF) (%)

Tratament
0S

TD TT D TT

1A 366620276 "

1B 20,410+2,033 ° 65071718 %"  89014638°% 79042451 °
1C 11,038+49082 " 608624070 *P°  go78:1,04%  6agsr1162°
1D 13,360+10,349 ° 374541008 °°  0111#4.44°  8275:7,14°
1H 9,239+6,634 ' 8,5720,630 01,15¢7,28'  gp27+8.42°
11 3,488+1,810 * 2,552+0,567 ° 957740511 75794920 %
1] 2,125+1,237

' N4o foi possivel realizar anélise estatistica.

i )
&

-
@ e @ e il

Figura 19. Purificacdo dos protoplastos através de gradiente de densidade. Bandas
interfasicas obtidas apds a centrifugacdo, para as linhas TD (A) e TT (B). Protoplastos da
banda interfésica, corados com Evans blue (x 100). As barras correspondem a 5 mm (A e

B) e a 50 um (C). Legenda: bi — banda interfasica, v — vidvel, nv — ndo viavel.
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Figura 20. Protoplastos isolados e purificados a partir de explantes foliares das
linhas TD (A) e TT (B) (x100). As barras correspondem a 50 pm.
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b) A partir de calli e explantes embriogenicamente induzidos

Com o intuito de averiguar a influéncia da composicao enzimatica no rendimento
dos protoplastos obtidos a partir do calo CE, efectuaram-se 4 tratamentos (Fig. 21) que se
encontram discriminados na Tabela 3. Em cada composicdo enzimatica, utilizou-se
celulase a 1% (w/v), juntamente com i) pectinase a 0,1 ou a ii) 0,2% (w/v), iii) macerozima
a 1% (w/v), ou iv) driselase 0,2% (w/v) e pectinase a 0,02% (w/v) (tratamentos 2A a 2B,
respectivamente). Apesar de entre os tratamentos 2A e 2B ndo haver diferencas
significativas em termos de rendimento (Fig. 21; Tabela 5), 0 aumento para o dobro da
concentracdo de pectinase no tratamento 2B, levou a duplicacdo da quantidade de

protoplastos obtida.
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Tratamentos

Figura 21. Influéncia das diferentes composi¢des enzimaéticas (tratamentos 2A
a 2D) no rendimento dos protoplastos obtidos a partir de calos da linha CE. Os
valores apresentados sdo relativos a média + desvio padrdo de 2 réplicas. Os
valores com a mesma letra ndo sdo significativamente diferentes, segundo teste
LSD (p <0,05).

E importante salientar que o tratamento 2D (Tabela 3) foi aquele que auferiu um
rendimento significativamente superior (8,947+2,225 x 10° protoplastos / g PF — Tabela 5),
pelo que a respectiva solucdo enzimatica foi utilizada nos tratamentos efectuados

posteriormente.
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Pretendeu-se ainda verificar se um incremento em massa inicial (de 0,5gparal,0g
PF) de calo CE influenciaria o rendimento de protoplastos, quando aplicado o mesmo
tratamento 2D (Tabela 3); contudo, ndo se observou diferencas significativas entre ambos
os rendimentos (Fig. 22; Tabela 5).

127 a

101

Rendimento
(105 protoplastos/g PF)

059 109

Tratamento 2D

Figura 22. Efeito do incremento em massa de calo da linha CE no rendimento
dos protoplastos. Os valores correspondem a média + desvio padrdo de 3
réplicas. Letras iguais ndo representam diferencas significativas (segundo o
teste paramétrico t de Student bicaudal, p < 0,05).

121

101

Rendimento
(105 protoplastos/g PF)

Tratamentos

Figura 23. Efeito das diferentes sequéncias de centrifugacdo utilizadas nos
tratamentos 2D e 2E no rendimento dos protoplastos derivados de calo da linha
CE. Os valores correspondem a média + desvio padrdo de 2 réplicas. Letras
diferentes representam diferencas significativas, segundo o teste paramétrico t
de Student bicaudal (p < 0,05).
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Tendo em conta a sequéncia de centrifugacdes indicada no protocolo seguido,
testou-se a 300 g, 5 min. (tratamento 2E — Tabela 3). Consequentemente, o rendimento de
obtencgéo de protoplastos teve uma reducéo significativa comparativamente a sequéncia de

centrifugacgdes aplicada no tratamento 2D (Fig. 23).

Analisou-se igualmente a influéncia da temperatura / duracdo da digestdo
enzimatica no rendimento dos protoplastos obtidos a partir do calo da linha CE. Como se
pode ver na Fig. 24, apesar de nao haver diferencas significativas no rendimento obtido
entre os tratamentos 2D e 2F, o nimero de protoplastos obtidos em 1 grama de peso fresco
para o tratamento 2D foi superior ao do tratamento 2F (Tabela 3). As comparagdes dos
tratamentos foram feitas entre as contagens realizadas antes da filtragem com filtro de 40

pm.
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Figura 24. Efeito das diferentes combinagBes temperatura / duracdo de
incubacdo enzimaética (tratamentos 2D e 2F) no rendimento dos protoplastos
obtidos a partir de 1 grama PF de calo CE. Os valores apresentados séo relativos
a média + desvio padrdo de, pelo menos, 3 réplicas. Letras iguais nao
representam diferencas significativas (segundo o teste paramétrico t de Student
bicaudal, p < 0,05).

Também ndo se verificaram diferencas significativas na quantidade de protoplastos
obtidos em 500 miligramas de peso fresco do mesmo calo entre os tratamentos 2D e 2G
(Tabela 3; Fig. 25). Neste caso, as comparagOes foram feitas entre as contagens realizadas

apos a filtragem com filtro de 40 pum.
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Rendimento
(105 protoplastos/g PF)

2D -0,5¢ 2G -0,5¢

Tratamentos

Figura 25. Efeito das diferentes combinagBes temperatura / duracdo de
incubacdo enzimatica (Tratamentos 2D e 2G) no rendimento dos protoplastos
obtidos a partir de 0,5 gramas PF de calo CE. Os valores apresentados sdo
relativos a média + desvio padrdo de, pelo menos, 3 réplicas. Letras iguais ndo
representam diferencas significativas, segundo o teste paramétrico t de Student
bicaudal (p < 0,05).

Tabela 5. Rendimento dos tratamentos detalhados na Tabela 3 (valores
médios + desvio padrdo), a partir de calo CE apds 3 — 4 semanas de
proliferacdo em meio TP liquido. Letras diferentes entre os tratamentos
2D, 2F e 2G (3 réplicas para cada tratamento) representam diferencas
significativas (segundo teste LSD, p < 0,05).

Calo CE
Tratamentos -
Rendimento (10° protoplastos / g PF)
2A 0,9361+0,7254 1
2B 2,965+0,6364 *
2C 0,2996+0,2910*
2D- 1,09 6,602+4,2110 °
2D-05g 3,668+0,9631 7
2E 1,880+0,1810*
2F-10g 1,498+0,7324 °
2G-05¢g 1,907+1,0550 b

! Néo foi possivel realizar analise estatistica.
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Depois de estipulado qual o tratamento - padrdo na linha CE (tratamento 2F —
Tabela 3), aplicaram-se 0s mesmos parametros ao calo CNE (Fig. 29) e aos explantes
embriogenicamente induzidos (tratamento 2H e 21, respectivamente — Tabela 3). Também
se conseguiu obter protoplastos de uma réplica (0,5 g PF) de CNE, quando sujeita a 30 °C
durante 6h30, e cujo rendimento foi 2,070 x 105 protoplastos / g PF.

No tratamento 2H, uma vez que apds a contagem dos protoplastos se verificou que
a preparacdo ndo apresentava células ndo digeridas e outros detritos, ndo foi necessario
proceder a filtragem com filtro de malha 40 pm. O mesmo ndo se verificou para o calo
CE, explantes foliares e embriogenicamente induzidos, em que houve necessidade de
purificar a suspensdo de protoplastos de modo a prosseguir com 0s passos seguintes do

método de extraccao de RNA total.

Para o tecido embriogenicamente induzido, dada a sua condi¢do de transicdo de
explante foliar para tecido caloso, testou-se 2 tratamentos cuja variagdo consistiu na
composicdo enzimatica. Assim, analisou-se 0s rendimentos obtidos a partir da combinacgéo
enzimatica estabelecida para calo e para explantes foliares (tratamentos 21 e 2J — Tabela 3).
O tratamento 21 permitiu isolar uma quantidade de protoplastos mais significativa do que o
tratamento 2J (Fig. 26; Tabela 6).
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Rendimento
(105 protoplastos/g PF)
w
L

21 2]

Tratamentos

Figura 26. Influéncia das diferentes composicGes enzimaticas (tratamentos 21 e
2J) no rendimento dos protoplastos obtidos a partir de explantes
embriogenicamente induzidos. Os valores apresentados sao relativos a média +
desvio padrdo de 3 replicas. Valores com letras diferentes sdo
significativamente diferentes (segundo o teste paramétrico t de Student bicaudal,
p <0,05).
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Figura 27. Influéncia das diferentes filtragens no rendimento dos protoplastos
obtidos a partir de calo de CE (2F) e CNE (2I), de explantes embriogenicamente
induzidos (2J) e foliares (1J). Os valores apresentados sdo relativos a média +
desvio padrdo de 3 réplicas. Letras diferentes, para 0 mesmo tratamento,

representam diferencas significativas, segundo teste LSD (p < 0,05).
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Além disso, verificou-se se havia discrepancias em termos de rendimentos
determinados a partir de contagens efectuadas apos a filtragem com o filtro de 70 um e
apos o de 40 um (tratamentos 1J e 2F a 2J — Tabelas 2 e 3; Fig. 27). S6 no tratamento 2l
houve uma reducdo estatisticamente consideravel do rendimento (Tabela 6).

A viabilidade dos protoplastos de CE (Fig. 28A) foi analisada em 3 réplicas (com 3
contagens de protoplastos de cada uma) de acordo com as condi¢Bes optimizadas

(tratamento 2D — Tabela 3), sendo a respectiva percentagem de 86,76+2,75%.

Os protoplastos purificados a partir dos calos embriogénico e ndo embriogénico, e
de explantes embriogenicamente induzidos estdo representados, respectivamente, nas
figuras 28, 29 e 30. As suas dimensGes também foram estimadas: 35+7,417 (CE),
36,11+7,764 (CNE), e 29,33+6,890 um (tecido embriogenicamente induzido).

Tabela 6. Rendimentos de protoplastos derivados de diferentes explantes (valores médios
+ desvio padrdo) para os diferentes tratamentos, antes e apés a filtragem com filtro de 40
um. Letras iguais, para 0 mesmo tratamento, corresponde a diferencas ndo significativas,
segundo teste LSD (p < 0,05).

Rendimento (10° protoplastos / gPF)

Filtragem
Explantes Tratamentos 70 pm 40 pm
Calo (CE) 2F 1,497+0,732 2 0,487+0,148
Calo (CNE) 2H 0,524+0,473
T. embriogenicamente 2l 4,343+0,780 * 1,661+0,323 °
induzido 2] 1,043+0,209 2 0,39020,108 ®
Folhas (TD) 1] 2,125+1,237 2 2,080+1,400
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Figura 28. Protoplastos isolados a partir de callus CE. (A) A sua viabilidade foi verificada com o
corante Evans blue (x400). A sua purificagdo antes (B) e ap6s (C) a passagem pelo filtro de 40 um
(x100). As barras correspondem a 50 um. Legenda: p — protoplasto; ¢ — célula com parede celular

ndo digerida; pv — protoplasto viavel; ci — célula invidvel com parede celular ndo digerida.

Figura 29. Protoplastos isolados a partir de callus CNE.
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Figura 30. Protoplastos obtidos a partir de explantes em inducdo do genotipo
TDI1, antes (A) e apds (B) a passagem pelo filtro de 40 um (x100). As barras
correspondem a 50 um. Legenda: p — protoplasto; ¢ — célula com parede celular

ndo digerida.
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3.2. Cultura de protoplastos

Os protoplastos obtidos a partir dos explantes foliares das linhas TD e TT foram
inicialmente colocados em meio de cultura liquido MS e B5, cujas composi¢des estdo
indicadas na Tabela 1. No entanto, observou-se uma agregacdao dos protoplastos e apds
uma semana em cultura ainda ndo se tinha verificado a formacdo da parede celular e,

consequentemente, o inicio da divisdo celular.

Posteriormente testou-se 0 meio de cultura semi-sélido Mprot, suplementado com
sacarose a 10% (w/v) e gelificado com agarose a 1,2% (w/v) (Tabela 1, Fig. 31A). Apos 17
dias em cultura, foram observadas células derivadas dos protoplastos ja com sinais de
presenca de parede celular (birrefringéncia observada ao microscépio de platina invertida)

e a iniciarem a divisao celular (Figs. 31B e 31C).

Figura 31. Protoplastos da linha TT em meio de cultura semi-sélido Mprot (A), suplementado

com sacarose a 10% (w/v). Observacdo da primeira divisdo celular (B, C) (x200). As barras
correspondem a 200 um. Legenda: pc — parede celular.
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Testou-se também o meio de cultura semi-sélido Mprot, gelificado com agarose
tipo VIl a 1,2% (w/v) (Tabela 1; Fig. 32A). Apos 8 dias em cultura, foram observadas
células derivadas dos protoplastos ja com sinais de parede celular (birrefringéncia
observada; Figs. 32B a 32D).

Figura 32. Protoplastos da linha TD em meio de cultura semi-s6lido Mprot (A). Observacao de

sinais da formacéo de parede celular nas 3 culturas com densidades de plagueamento diferentes
mostradas em A (B — 5,419 x 10° protoplastos/ml; C — 3,175 x 10° protoplastos/ml; D — 2,570 x
10° protoplastos/ml) (x200). As barras correspondem a 200 pm. Legenda: ppc — potencial
parede celular.
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3.3. Extraccdo e andlise da qualidade de RNA total dos protoplastos

a) Extraccdo e quantificagdo de RNA total dos protoplastos

Os dados relativos a quantidade de RNA total extraida dos protoplastos dos
diferentes materiais vegetais e que foi avaliada por espectrofotometria em Nanodrop 2000c

estdo resumidos na Tabela 7.

Tabela 7. Valores das médias * desvios padrdo dos parametros relativos a extraccdo de RNA total de

protoplastos dos diferentes explantes analisados. Para cada explante, foram utilizadas 3 réplicas.

Exolant Concentracdo Rendlmsento Quantidade de RNA
Té‘;’a";‘r’]‘eﬁ& de RNAtotal A260/A280 A260/A230 proto(;g o5 total obtida no
(ng/ul) o PF) tratamento (ug)

CNE'-2H 202,567+70,121 2,133%0,021 2,27+0,012 0,524+0,473 101,283+35,060

CE*-2F 54,000+5,011 2,077+0,086 1,887+0,403 0,487+0,148 27,000£2,505

ID* - 21 273,767+63,846 2,110+0,036 2,247+0,179 1,661+0,323 136,883+31,923

IM* — 2] 74,833+34,232 2,010+0,135 1,850+0,173 0,390+0,108 37,417+17,116

TD° - 1] 136,300+74,896 2,15+0,010 2,160+0,288 2,080+1,400 68,150+37,448

4

! calo CNE; ? calo CE; ® tecido embriogenicamente induzido sujeito ao tratamento 2I; * tecido

embriogenicamente induzido sujeito ao tratamento 2J; ° folhas da linha TD.

b) Avaliacdo da qualidade do RNA por electroforese

Para a confirmacdo da qualidade de RNA, procedeu-se a uma electroforese em gel
de agarose (Fig. 33). Averiguou-se as 3 réplicas de cada explante, excepto para o explante

IM em que s6 se aplicou uma das réplicas.

70



RESULTADOS

M CNE; CNE,CNE; CE;, CE, CE; ID,; ID, ID; IM; TD, TD, TD,

Figura 33. Analise de RNA total de protoplastos por electroforese em gel de agarose. As
bandas mais intensas correspondem ao rRNA das plantas 28S e 18S. N&o se observou

contaminacdo com DNA. Legenda: M — marcador HyperLadder™ I (Bioline).
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A eficiéncia da formacdo de protoplastos, isto €, o seu rendimento e viabilidade,
podem ser fortemente influenciados por varios factores: a osmolaridade das solucdes
enzimética e de cultura, o tipo e concentracdo das enzimas, a incubacdo 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., 2010; Tudses et al., 2015). Para além disso, € um
processo que varia amplamente em diferentes espécies, pelo que se torna necessario
estudar os factores criticos que afectam o rendimento e viabilidade dos protoplastos
obtidos. Para tal, é frequente recorrer-se a méetodos de design experimental, tal como o
método One factor at a time (OFAT) (Castelblanque et al., 2010; Ling et al., 2010). Este
sistema avalia os principais efeitos dos factores, variando um de cada vez enquanto
mantém as outras variaveis fixas. Foi assim utilizado como primeira abordagem para o
estabelecimento de um protocolo de isolamento e purificacdo de protoplastos obtidos a
partir de diferentes tecidos em cultura in vitro de tamarilho com caracteristicas de
interesse: i) folhas jovens, ii) calli embriogénico e ndo embriogénico e iii) explantes

embriogenicamente induzidos.

4.1. Isolamento e purificacdo de protoplastos

a) A partir de explantes foliares

Em algumas espécies, nomeadamente em Arabidopsis thaliana, a elevada
acumulacdo de amido nos cloroplastos contribui para a diminuicdo da quantidade de
protoplastos obtidos. Deste modo, as plantas sdo sujeitas a um periodo de escuriddo, pelo
menos 24 horas antes da realizacdo do ensaio, uma vez que a auséncia de luz leva a
reducdo dos processos metabolicos destinados a acumulacéo de nutrientes, nomeadamente
de amido (Siemens e Sacristan, 1994; Yoo et al., 2007). No procedimento seguido para 0s

explantes foliares de tamarilho, apesar de ndo se ter realizado nenhum tratamento
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estatistico, ndo ficou clara a influéncia deste pré-tratamento das plantas na maior ou menor

obtencéo de protoplastos.

A osmolaridade deve ser considerada como o primeiro indicador para a obtencéo de
elevados rendimento e viabilidade de protoplastos, independentemente do tipo de
estabilizador osmotico escolhido (Rezazadeh e Niedz, 2015). Um pré-tratamento por
plasmolise dos explantes foliares é essencial, na medida em que leva a separacao da parede
do restante conteudo celular, facilitando a sua digestdo enzimética (Shiba e Mii, 2005).
Uma pré-plasmélise com 0 mesmo agente osmatico da solugdo enzimatica é considerada
benéfica na manutencdo da viabilidade dos protoplastos e reducdo da fusdo espontanea
durante o tratamento enzimatico (Davey et al., 2005). No protocolo inicialmente adoptado
(Horvath, 2009) a sacarose (0,4 M) foi utilizada como estabilizador osmotico de
protoplastos. Ao longo dos varios ensaios realizados, a sacarose a esta osmolaridade nédo
interferiu com a integridade membranar dos protoplastos de tamarilho, facto que foi
confirmado ndo sé pelo elevado rendimento, como também pela viabilidade dos

protoplastos. Deste modo, ndo se testou outra concentragdo nem outro agente osmotico.

O tipo e concentracdo de enzimas presentes nas solugdes enziméticas séo factores-
chave no isolamento de protoplastos. Apesar de 0s extractos enzimaticos a que se recorre
para a digestdo dos componentes da parede celular poderem apresentar contaminantes na
sua composi¢cdo, nomeadamente nucleases, proteases, lipases, fenois e sais, alguns destes
poderdo ter um efeito benéfico no processo de isolamento de protoplastos, na medida em
que enzimas muito purificadas dao por vezes rendimentos inferiores relativamente a
enzimas com um grau menor de purificacdo (Canhoto, 2010). Contudo, o facto de algumas
destas impurezas serem igualmente enzimas, pode interferir com a viabilidade da
membrana plasmatica dos protoplastos isolados (Bengochea e Dodds, 1986). Assim, é
frequente colocar a solugdo enziméatica em preparagdo num banho-maria a 55°C durante 10
minutos, de modo a permitir ndo s6 uma maior solubilidade das enzimas em solu¢do como

também inativar DNases e proteases contaminantes (Yoo et al., 2007).

Tendo em consideracdo o protocolo de referéncia (Horvath, 2009), as enzimas
celulase “Onozuka” R-10 e macerozima R-10 foram as usadas para a digestdo da parede
celular, essencialmente por possuirem, no seu conjunto, capacidade para degradar
efectivamente os principais constituintes desta (celulose, hemiceluloses e pectinas).
Diferentes combinacdes entre as duas enzimas anteriormente mencionadas foram testadas

para avaliar a sua influéncia, quer no rendimento, quer na viabilidade dos protoplastos
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provenientes dos explantes foliares das linhas TD e TT. Deste modo, variou-se a
concentracdo de celulase em 1,5 e 2% (w/v), combinando com macerozima a 0,25, 0,5 e
0,75% (w/v).

Quando se estabeleceu a concentragcdio de celulase a 1,5% (w/h),
independentemente da concentracdo de macerozima aplicada, obtiveram-se protoplastos,
mas porc¢es residuais de parede celular ainda eram evidentes. Deste modo, dada a digestao

incompleta da parede celular, ndo se procedeu a determinacao do rendimento.

Relativamente a celulase a 2% (w/v), conjugada com qualquer uma das variacGes
de macerozima, ndo se verificaram diferencas significativas entre os rendimentos para 0s
diferentes gendtipos. No entanto, para as linhas diploides (TD) foi possivel constatar que o
tratamento 1B (celulase a 2% w/v e macerozima a 0,5% w/v) permitiu mesmo assim isolar
quase mais 1 milhdo de protoplastos relativamente ao tratamento 1C (celulase a 2% w/v e
macerozima a 0,25% wi/v), a partir da mesma massa inicial de tecido foliar (1 g PF).
Comparando os tratamentos 1B e 1D (celulase a 2% w/v e macerozima a 0,75% wi/v), se
ndo foram registadas diferencas entre ambos, quer em termos de rendimento, quer em
termos de viabilidade, ndo houve necessidade de despender uma maior quantidade de

macerozima, tendo em linha de conta o prego consideravel das enzimas.

Para a linha tetraploide (TT), embora os rendimentos fossem estatisticamente iguais
entre si, o tratamento 1C proporcionou uma quantidade de células viaveis
significativamente menor que o tratamento 1D, dai se ter escolhido, tal como para as linhas
TD, igualmente a mistura celulase a 2% (w/v) e macerozima a 0,5% (w/v) para prosseguir
com a inferéncia dos passos seguintes. Globalmente, verificou-se que a viabilidade ficou
acima dos 50% para a linha TT e dos 80% para as TD.

Por norma, quanto maior a temperatura e a concentracdo de enzimas, menor devera
ser o tempo de exposicdo dos explantes ao processo digestivo. Assim, foram testadas
diferentes combinagfes entre a temperatura e a duracdo da incubacdo enzimética; de
acordo com as condicdes referidas na literatura testou-se o efeito da incubagéo enzimatica
a 27 °C, overnight (Horvath, 2009). Em contraste, foi possivel isolar protoplastos num so
dia, aumentando a temperatura para 30 °C, mas diminuindo o tempo de incubacéo para 6 -
7 horas (Huang, 2005). Para as linhas TD verificou-se uma maior dificuldade na obtengéo
de protoplastos no procedimento de um dia, sendo o rendimento overnight

significativamente superior aos obtidos no préprio dia.
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Verificou-se assim que os protoplastos obtidos a partir de folhas das linhas TD
necessitam de um maior periodo de isolamento, enquanto os da linha TT sdo
eficientemente obtidos logo apos 6 horas de incubacdo (tratamento 1H), uma vez que nédo
se registam diferencas significativas relativamente ao periodo overnight. Em termos de
viabilidade, estes tratamentos conferem percentagens acima dos 80% (linhas TD) e 65%
(linha TT).

Para as linhas TD e TT, a digestdo enzimatica a 30 °C durante 7 horas (tratamento
11) afectou tanto o rendimento como a viabilidade dos protoplastos, embora ndo sejam
valores significativamente diferentes em relacdo ao periodo overnight (tratamento 1B). No
entanto, para a mesma temperatura de 30°C, 1 hora a mais de digestdo enzimatica ao nivel
dos explantes foliares da linha TT afectou significativamente o seu rendimento. A
correlagdo entre a elevacdo da temperatura e a reducdo do tempo em incubagdo com a
solucdo enzimética pode estar na origem desta diferenca significativa entre os rendimentos

do tratamento 1H relativamente ao 11.

A poliploidia esta directamente ligada a mudancas na anatomia e morfologia das
plantas. A duplicacdo do genoma de um organismo tende a aumentar o volume das suas
células (Comai, 2005); porém, os autopolipldides mantém o mesmo nimero de células dos
diploides correspondentes (Song et al., 2012). As folhas apresentam geralmente uma maior
largura e espessura, sendo caracterizadas por um aumento da sua massa por unidade de
area (Acquaah, 2007; Song et al., 2012). Portanto, se a area foliar aumenta e 0 nimero de
células se mantém constante, significa que o espaco lacunoso entre as células do mesdfilo é
maior, o qual estd preenchido por ar; este facto, aliado a maior espessura foliar, contribui
para um maior peso foliar. Assim, os menores rendimentos registados na linha TT em
qualquer tratamento podem ser devido ao menor nimero de células do mesofilo foliar que
Ihes deu origem em 1 grama de peso fresco, quando comparado com a mesma massa de
material vegetal proveniente das linhas diploides. Apesar de ndo se ter estabelecido uma
correlacdo entre o nimero de folhas necessarias para obter 1 grama de folhas de peso
fresco TD e TT para realizar cada ensaio, foi evidente a necessidade de um maior numero

de folhas das plantas diploides do que nas tetraploides.

Séo varios os métodos que podem ser utilizados para a purificagdo dos protoplastos.
A optimizacdo do método de purificacdo neste trabalho, foi feita por comparacdo entre
tratamentos aplicados apenas as linhas TD. No método usado por Horvath (2009) ha uma

separacdo dos protoplastos dos restantes detritos celulares resultantes da digestdo
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enzimatica, que ndo ficaram retidos no filtro de 70 um usado previamente. Esta purificacdo
baseia-se num gradiente de densidade que se estabelece entre a solucdo enzimatica e a
solucédo de lavagem. Devido a menor densidade que os protoplastos apresentam perante a
solucdo enzimatica, onde se encontram em suspensdo, e a maior densidade relativamente a
solucdo de lavagem, apos a primeira centrifugagdo constituem uma banda interfésica entre

ambas as soluces.

Um outro método de purificacdo implica também a passagem por um filtro de 70
um e 2 centrifugacOes, intercaladas com ressuspensdo dos protoplastos em meio de
lavagem, por forma a sedimentar os protoplastos num pellet (Grgnlund et al., 2012). Para
os explantes foliares de tamarilho, a passagem da suspensao final de protoplastos por um
filtro de 40 pm (tratamento 1J) garantiu uma maior purificagdo e ndo afectou
significativamente o rendimento do procedimento. Este tratamento permitiu assim reduzir
0 tempo de manipulagdo do filtrado, sendo indicado para a extraccdo de RNA total dos
protoplastos (Grgnlund et al., 2012). No entanto, para uma cultura de protoplastos mais
eficiente, dado ao baixo rendimento verificado, pode ndo ser o melhor método a adoptar
em detrimento do tratamento 1B (purificacdo com obtencdo de banda interfasica), visto
serem requeridas densidades minimas de plaqueamento (ainda ndo determinadas para o0s
protoplastos obtidos neste trabalho). De acordo com a medicdo da dimensdo dos
protoplastos das linhas diploides, foi possivel verificar que se situam entre 0s 18 e os 47
um (34,618,780 um). Deste modo, o facto de na passagem pelo filtro de 40 pm nao haver
perda significativa da quantidade de protoplastos pode ser explicado pelo tamanho
apresentado pelos protoplastos que Ihes permite atravessar a malha de 40 pum.

Sendo assim, esta discrepancia significativa entre os rendimentos dos 2 métodos de
purificacdo de protoplastos pode ser devida: i) ao material retido nas filtragens e ii) a perda
de protoplastos nas duas lavagens efectuadas para sedimentacdo dos protoplastos num
pellet, contrastante com a constituicdo de banda interfasica (que permitiu a purificacdo
logo ap0s a primeira centrifugacdo, servindo a seguinte centrifugacao apenas para lavagem
dos protoplastos). No entanto, a vantagem do segundo método de purificagdo é o menor
tempo de manuseamento requerido, 0 que pode ser vantajoso para analises de transcritos e
técnicas de manipulacdo genética (como expressao transiente de genes) a aplicar no futuro
e cujo menor rendimento ndo interfira tanto como pode influenciar a transferéncia para

meio de cultura com vista a regeneracédo de plantas.
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As velocidades de centrifugacdo aplicadas na purificacdo e lavagem dos
protoplastos obtidos a partir de explantes de plantas lenhosas sdo frequentemente baixas
(30 — 100 g), bem como a sua duracdo (5 — 6 min.) (Liu, 2005). Em contrapartida, 0s
protoplastos de A. thaliana sdo capazes de manter a sua integridade celular mesmo a 200
ou a 300 g (Yoo et al., 2007; Grgnlund et al., 2012). Nos ensaios realizados, verificou-se
que os protoplastos obtidos a partir de explantes foliares de tamarilho sd@o mais sensiveis a
velocidades de centrifugacdo de 300 g, plasmolisando a esta velocidade. No entanto, foi
necessario aumentar a duracdo da primeira centrifugacdo a 100 g de 5 para 10 min., por
forma a permitir mais tempo aos protoplastos em suspensdo na solucdo enzimatica filtrada
para se estabelecerem na camada que se forma na interface entre esta solucdo e o meio de

lavagem dos protoplastos, resultando no aumento significativo do seu rendimento.

E de salientar ainda o corante Evans blue por ter sido o utilizado nos ensaios de
viabilidade deste trabalho. Baseia-se no facto de o corante penetrar nas células ndo viaveis,
corando-as de azul, enquanto as células vidveis ndo se encontram coradas (Ling et al.,
2010). Possibilitou assim verificar a viabilidade dos protoplastos, de modo a inferir se 0

método precisa de alteracdes para uma maior optimizacao.

b) A partir de calli e explantes embriogenicamente induzidos

Na cultura de plantas in vitro é frequente a formacdo de calo que pode ter a
capacidade de regeneracdo de plantas por organogénese ou embriogénese somatica
(Loyola-Vargas e Véazquez-Flota, 2006). Quando o calo € colocado em cultura em meio
solido, as suas células ao dividirem tendem a ficar agrupadas, formando pequenos
aglomerados. No entanto, se estes calos forem transferidos para um meio de cultura
liquido, as células tendem a separar-se umas das outras, ficando livres ou formando
pequenas massas celulares (Loyola-Vargas e Vazquez-Flota, 2006). E a esta populagio de
células isoladas, ou em pequenos aglomerados, que se denomina suspensao celular, uma
forma mais conveniente para a extrac¢cdo em grande escala de metabolitos e para estudos a
nivel celular e molecular (Mustafa et al., 2011). Nestas condi¢6es, as células sdo crescidas
em agitacdo, permitindo uma melhor oxigenacgéo, o que evita a agregacéo celular (Chawla,

2010), e permite um melhor contacto com o meio, facilitando a absorgdo dos nutrientes
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(Canhoto, 2010). Uma suspenséao celular vegetal apresenta uma dinamica de crescimento
semelhante ao crescimento de outras populacdes celulares, como por exemplo uma
populacdo bacteriana, diferindo no tempo de duplicacdo, sendo este muito maior no caso
das plantas (Robledo-Paz et al., 2006). Trabalhos anteriores com calo embriogénico e ndo
embriogenico de tamarilho determinaram as condic¢des de crescimento destas células em
suspensao celular (Alves, 2012). Culturas de células em suspensdo que se encontrem numa
fase estacionaria de crescimento ndo devem ser utilizadas para a obtencao de protoplastos,
uma vez que tendem a formar agregados celulares densos, cujas células de maiores
dimensBGes possuem uma parede espessa de dificil digestdo enzimatica (Bhojwani e
Razdan, 1996). Devem estar no inicio da fase exponencial do seu ciclo de crescimento,
pelo que se efectua normalmente um pré-tratamento que corresponde a inocular este

material vegetal em meio de cultura fresco antes do ensaio (3 a 7 dias).

Todas as composi¢des enzimaticas testadas (adaptadas de Latif et al., 1993; Anjum,
1998; Rakosy-Tican e Menczel, 1998; Guzzo et al., 2002; Ling et al., 2010) permitiram
isolar protoplastos de calo embriogénico CE de tamarilho. No entanto, o tratamento 2D
(celulase a 1%, driselase a 0,2% e pectinase a 0,02% w/v) permitiu obter um rendimento
significativamente maior quando comparado com os restantes tratamentos (2A a 2C). Para
0 mesmo calo e composicdo da solucdo enzimética, também se testou a influéncia da
massa inicial (0,5 e 1 g PF) no rendimento. Apesar de a quantidade de protoplastos obtida
com 0,5 g PF ndo ser significativamente diferente da conseguida com 1 g PF, o incremento
do rendimento foi de 54,81+22,87%. Mesmo assim, em tratamentos posteriores, a massa

de 0,5 g foi usada para ensaios de 6 — 7 horas, enquanto 1 g para ensaios overnight.

Tal como para os explantes foliares, também se testou uma velocidade de
centrifugacdo de 300 g, 5 min para a purificacdo de protoplastos a partir de calo CE. Ao
contrario do que se verificou com os protoplastos do meséfilo foliar, e embora esta
velocidade de centrifugacdo ndo seja Optima comparativamente a 100 g, 10 min, os

protoplastos de CE mantiveram a sua integridade celular.

Além disso, os rendimentos observados com a combinagdo 25 °C, 20 — 22 h
(tratamento 1D) ou 27 °C, overnight (tratamento 2F) ndo foram significativamente
diferentes. Pelo facto de a 27 °C ser necessario um menor tempo de digestdo enzimaética,

esta temperatura foi a utilizada para os restantes ensaios subsequentes.
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A aplicagdo de vacuo durante a incubacéo enzimatica dos calos CE possibilitou a
obtencdo de protoplastos apds 6h30 (tratamento 2G) de incubacgéo enzimatica, embora com

rendimentos significativamente inferiores ao tratamento overnight.

Nos explantes foliares de tamarilho, apds indugdo em meio MS suplementado com
picloram, distinguem-se dois tipos de proliferacdo celular com base na sua morfologia e
cor — massas embriogénicas e ndo embriogénicas (Correia, 2011). Estas massas vado-se
diferenciando ao longo do tempo de cultura, a medida que as células dos tecidos foliares se
vao desdiferenciando sob acc¢do dos estimulos do meio de cultura. A composicao
enzimatica estabelecida para os calos CE e CNE (celulase a 1% wiv, driselase a 0,2% w/v
e pectinase a 0,02% wi/v) permitiu isolar uma quantidade de protoplastos a partir dos
tecidos embriogenicamente induzidos significativamente superior do que a composi¢do
enzimatica estabelecida para os explantes foliares (celulase a 2% w/v e macerozima a 0,5%
w/v). Esta diferenca pode ser devido ao facto de estes explantes se encontrarem com 6
semanas de inducdo, pelo que se observaram protoplastos com caracteristicas mais de calli
do que de células ainda diferenciadas dos tecidos foliares (ndo se observou protoplastos

com cloroplastos).

No tratamento 2H, apds a contagem dos protoplastos, verificou-se que a preparagdo
ndo apresentava células de CNE néo digeridas e outros detritos, pelo que ndo foi necessario
proceder a filtragem com filtro de 40 pm. O mesmo ndo se Vverificou para o callus CE e
para os explantes foliares induzidos, nos quais houve necessidade de purificar a suspensao
de protoplastos. A dimensdo dos protoplastos de CE, CNE e tecidos embriogenicamente
induzidos foi de 35+7,417, 36,11+7,764, e 29,336,890 um de didmetro, respectivamente,
pelo que o decréscimo do rendimento de protoplastos na passagem do filtro de 70 para o de
40 um pode dever-se a variacdo das dimens@es dos protoplastos. No entanto, a agregacéo
celular que se observou aquando da ressuspensdo dos protoplastos em meio de lavagem
W5 e que provocou alguma retengdo de material na passagem pelo filtro de 40 um pode ser
um outro factor a considerar para esta reducdo da quantidade de protoplastos. Os
protoplastos ndo se agregam facilmente porque a superficie das suas membranas esta
carregada negativamente o que garante uma repulsdo entre as células. No entanto, foi
observado que i0es carregados positivamente reduzem as cargas negativas globais das
membranas, reduzindo consideravelmente a repulsdo entre as células (Tomar e Dantu,
2009). O cloreto de célcio di-hidratado, embora usado como estabilizador membranar dos

protoplastos, também pode ser usado na fusdo induzida de protoplastos a 50mM (Giri e
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Giri, 2007); na solugdo de lavagem, este sal encontra-se a 125 mM. Em fungos, o cloreto
de sddio e de potassio sdo usados como agentes osmoticos, mas constata-se que potenciam
a agregacdo dos protoplastos (Wubie et al., 2014). Assim, a composicao desta solugdo de
lavagem pode estar na origem desta agregacéo dos protoplastos e indirectamente contribuir

para uma reducgdo do rendimento, aspecto que merece futura optimizacao.

4.2. Cultura de protoplastos

A etapa de cultura dos protoplastos encontra-se ainda em progresso, tendo sido
feitos alguns avancos avancgos, apesar da dificuldade encontrada para a colocagdo em
cultura dos protoplastos derivados de explantes foliares dos genédtipos TD e TT e das
limitacbes temporais resultantes da optimizacdo dos protocolos de isolamento e

purificacao.

No entanto, foi possivel observar que os meios liquidos B5 e MS ndo mostraram
evidéncias de favorecer a formacédo de parede celular e, consequentemente, a proliferacéo

celular.

O meio Mprot, em relacdo aos meios MS e B5, possui uma maior concentragdo de
sais de calcio, o que tem efeitos positivos principalmente na reposicao da parede celular
(Kim et al., 2001). Tentou-se potenciar a cultura de protoplastos com este facto associando
ainda o seu suplemento com agarose, o que lhes confere suporte. Meios de cultura que
contenham um agente gelificante (e.g., agarose) devem estar a 35 — 40 °C quando
ressuspendidos (por inversao suave) com a suspensdo de protoplastos e depois colocados
em caixas de Petri adequadas. Este procedimento deve ser feito rapidamente mas
cuidadosamente antes do meio se tornar semi-sélido. Temperaturas acima dos 40 °C devem

ser evitadas (Davey e Anthony, 2010).

Os cloroplastos nos protoplastos derivados do mesofilo foliar perdem a sua
integridade e desaparecem a medida que a formacdo do microcallus prossegue (George,
2008). Assistiu-se, contudo, ap6s uma semana de transferéncia dos protoplastos para o

meio de cultura Mprot, a localizacdo dos cloroplastos em massa na periferia celular e a
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possivel formacdo de parede celular, uma vez que se observou uma birrefringéncia que néo

era verificada aquando do seu isolamento e purificacao.

Ainda ndo foi conclusivo qual das melhores composi¢cGes de Mprot permite
assegurar uma eficiente regeneracdo de microcallus a partir protoplastos derivados de
explantes foliares das linhas TT e TD.

4.3. Extraccdo e analise da qualidade de RNA total dos protoplastos

Como referido anteriormente, sdo varias as aplicacfes que podem advir da obtencédo
eficiente de protoplastos. Em estudos de expressao transiente de genes, os protoplastos
isolados a partir de explantes foliares que expressam GFP podem ser separados em
diferentes populagdes atraves de fluorescence activated cell sorting (FACS; Grgnlund et
al., 2012). Esta conjugacdo entre a expressdo de GFP e FACS é usada para demonstrar a
regulacdo transcricional célula-especifica. Deste modo, € possivel analisar a quantidade
bem como a qualidade do RNA total de cada populacdo de protoplastos. O RNA ¢é
extremamente susceptivel a degradacdo por RNases presentes no meio ambiente, o que
implica ndo s6 um manuseamento cuidadoso durante a sua extrac¢do, como também a
seleccdo dos métodos de quantificacdo apropriados que possibilitem a sua analise com
sucesso (Wieczorek et al., 2012).

A pureza do RNA total extraido foi examinada por Nanodrop 2000c, monitorizando
0s racios de absorcdo — OD260/OD2gp € OD4s0/OD,30 — para estimar a quantidade de RNA

total e os niveis de proteinas e sais nas amostras, respectivamente.

A presenca das subunidades de rRNA das amostras dos diferentes explantes de
tamarilho foram igualmente analisadas, através de electroforese em gel de agarose, como
um indicador do grau de degradacdo de RNA. Foram detectadas duas bandas intactas no
gel, correspondentes a 28S e 18S, o que suporta o facto de haver pouca ou nenhuma
degradacdo do RNA extraido. Estas bandas foram mais evidentes nas amostras de CNE e
CE do que para o tecido embriogenicamente induzido. Porém, nas amostras de RNA
extraido de explantes foliares (TD; a TDs3) verificou-se a fragmentacdo de RNA pelo

arrastamento das bandas. A observacdo em gel de agarose realizada foi meramente
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indicativa da qualidade do RNA e o marcador HyperLadder™ I (Bioline) foi apenas usado
como controlo da electroforese e ndo para medigdo, uma vez que as amostras ndo foram
desnaturadas, pelo que a sua translocacdo no gel foi influenciada, sendo futuramente

realizadas anélises do RNA obtido através de gel virtual e electroferograma.

O meétodo de extrac¢do utilizado (adaptado de Grenlund et al., 2012) demonstrou
assim ser possivel de aplicar na obtencdo de RNA em quantidade e qualidade a partir de
populacbes de protoplastos. Foi também importante averiguar o rendimento obtido por
nimero de células de cada um dos tipos celulares em estudo de forma a estimar a
quantidade de células necessaria para se obter um determinado rendimento de RNA
passivel de ser utilizado em técnicas subsequentes como a sintese de cDNA ou a

sequenciacdo de RNA.
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O conjunto de resultados obtidos neste trabalho permitiu definir protocolos
optimizados para o isolamento e purificacdo de protoplastos a partir de diferentes explantes
de tamarilho. Através da comparacdo entre todos os tratamentos aplicados aos explantes
foliares, definiu-se como tratamento mais eficiente o que envolveu: i) isolamento de
protoplastos em solucdo enzimatica constituida por celulase a 2% (w/v) e macerozima a
0,5% (w/v), em solucdo K3 com sacarose a 0,4 M (a pH 5,7); ii) incubacdo enzimatica
overnight a 27 °C e 30 rpm, e iii) centrifugacdo por gradiente de densidade a 100 g durante
10 minutos, com obtengdo de protoplastos em banda interfasica. Este procedimento
permitiu obter rendimentos de 2,0410+0,2933 x 10° protoplastos / g PF nas linhas
dipléides e 8,572+0,630 x 10° protoplastos / g PF na linha tetrapldide.

No entanto, ndo foi possivel estabelecer um protocolo eficiente de obtencdo e
cultura de protoplastos com vista a regeneracdo de plantas de tamarilho, uma vez que as
condi¢des necessarias para a cultura dos protoplastos isolados a partir de folhas, quer das

linhas dipldides quer tetraploide, carece ainda de investigacéo futura.

Com base nos rendimentos mais elevados obtidos para o isolamento e purificagdo
de protoplastos derivados do calo embriogénico (6,692+4,2110 x 10° protoplastos / g PF)
definiu-se igualmente o procedimento mais eficiente como sendo o que envolveu: i)
digestdo enzimatica em solucdo enzimatica constituida por celulase a 1% (w/v), driselase a
0,2% (w/v) e pectinase a 0,02% (w/v), em solucdo K3 com sacarose a 0,4 M (a pH 5,7); ii)
incubacdo enzimatica de 20 — 22 horas a 25 °C e 30 rpm, e iii) purificacdo dos protoplastos
por centrifugacdo a 100 g durante 10 minutos, seguida de outra centrifugacdo a 50 g, 5
minutos, com obtencdo dos protoplastos em pellet. Estas varidveis também foram aplicadas
ao calo ndo embriogénico e a explantes embriogenicamente induzidos, exceptuando a

digestdo enzimaética ter ocorrido overnight a 27 °C.

O crescente interesse na obtengdo de protoplastos deve-se ndo apenas a sua
importancia enquanto ferramenta biotecnol6gica, mas também em grande parte a sua
utilidade na investigacdo do funcionamento dos sistemas biologicos, nomeadamente na
compreensdo dos mecanismos envolvidos na desdiferenciacdo das céelulas vegetais. Sendo
o tamarilho um sistema com fortes indicativos da sua aplica¢do na caracterizacao funcional
de determinados aspectos do desenvolvimento de plantas, particularmente na aquisi¢do de

capacidade embriogeénica, a optimizacdo destes protocolos de obtencdo de protoplastos é
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de extrema importancia para o aumento do potencial de aplicacdo deste sistema em
analises de processos de desenvolvimento vegetal como os referidos. Processos esses que
sdo caracterizados por alteragdes transcricionais massivas, pelo que a extracgdo de RNA
total dos protoplastos provenientes dos diferentes explantes em estudo, bem como a analise
da sua quantidade e qualidade, constituiram um passo inicial para abordagens futuras no

estudo dos mecanismos que regem a embriogénese somatica de tamarilho.

Do ponto de vista do melhoramento de S. betaceum, a obtencdo de protoplastos dos
genotipos diploide e tetraploide pode ter um grande potencial biotecnoldgico pela sua
aplicacdo na obtengdo mais eficaz de hibridos intraespecificos que reinam caracteristicas
de genotipos de interesse, bem como na formacdo de hibridos somaticos tripldides,
caracterizados, muitas vezes, pela producdo de frutos partenocarpicos e, portanto, com um

elevado interesse comercial.
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