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RESUMO

O fruto do cafeeiro é um produto de alto valor agregado do qual é extraida uma das bebidas
mais consumidas mundialmente. Seu alto custo de producdo, longo ciclo de cultura e a alta
demanda de mercado, atrai investimentos de empresas do setor para 0 melhoramento genético
na busca do desenvolvimento de novos cultivares com caracteristicas agronémicas desejaveis.
Recentemente, a ferramenta de edicdo génica CRISPR-Cas9, tem auxiliado melhoristas na
geracdo de gendtipos de interesse agrondémico através da possibilidade de modificacdo genética
sem insercdo de transgenes no DNA hospedeiro, favorecendo a comercializagdo do cultivar
obtido. Contudo, a parede celular vegetal oferece resisténcia mecanica para o acesso dos
componentes do sistema CRISPR ao meio intracelular, sendo necesséria a sua retirada das
células receptoras (que passam a ser denominadas protoplastos), e posterior desestabilizacdo da
membrana plasmatica. Além da aplicacdo da tecnologia CRISPR-Cas 9, os protoplastos
também viabilizam estudos de expressdo heterdloga e hibridizacdo somatica, porém a melhor
maneira de explorar o potencial dos protoplastos em pesquisas, € associando-0s a um protocolo
eficiente de regeneracdo em plantas. Desta forma, este trabalho teve como objetivo a elaboracéo
de um protocolo eficaz e reprodutivel, especifico para obtencdo e regeneracéo de protoplastos
de café do gendtipo diploide (2n=2x=22) clone 14 de Coffea canephora, visando aplicacdo de
tecnologia molecular de precisdo para melhoramento vegetal. Para isso, suspensdes de calos
embriogénicos de C. canephora clone 14 foram selecionadas como material bioldgico, devido
a sua alta capacidade de regeneracdo em plantas que é o principal fator limitante da técnica. A
digestdo enzimatica da parede celular foi realizada empregando as solu¢Bes enzimaticas: 1%
celulase, 0,5% driselase e 0,5% pectinase; e 0,5% celulase, 0,5% Macerozima e 0,2% pectinase,
as quais apresentaram valores de rendimento e viabilidade, estatisticamente equivalentes. O
valor de pH da solucdo enzimética também foi avaliado neste trabalho, sendo constatado que o
pH 5,6 proporcionou maior eficiéncia enzimatica e viabilidade celular simultaneamente. Em
seguida, foram realizados testes para otimizacdo da regeneracdo dos protoplastos, e as células
plaqueadas foram submetidas a reducdo gradativa de pressdo osmotica ao longo do cultivo
celular. Apds 50 dias de plaqueamento, os aglomerados celulares foram transferidos para
erlenmeyers onde iniciaram-se os testes em suspensao celular empregando agitacao e diferentes
meios de cultivo. Também foi observado que as condi¢6es de cultivo adotadas ndo afetaram os
aspectos fisicos embriogénicos das células, propiciaram a multiplicacdo dos aglomerados
celulares e manteve o potencial embriogénico da cultura. Finalmente, pode-se concluir que o
proposito deste estudo foi alcancado com sucesso, porém é preciso que haja continuidade da
pesquisa voltada a regeneracao de plantas a partir da suspensdo celular obtida para que seja
estabelecido um protocolo de regeneracdo completa dos protoplastos de C. canephora em
plantas, capaz de auxiliar a geragdo de novos genotipos-elite.

Palavras-chave: CRISPR, melhoramento genético, protoplastos, solucdo
enzimatica, pH, regeneracao, suspensao celular



ABSTRACT

The coffee fruit is a product of high aggregate value from which one of the most consumed
drinks all over the world is extracted. Its high production cost, long crop cycle and high market
demand attract strong investment in the sector for crop genetic improvement that aims to
develop new cultivars with desirable agronomic characteristics. Recently, the CRISPR-Cas9
gene editing tool has been helped breeders in the generation of genotypes of agronomic interest
through the possibility of genetic modification without the insertion of transgenes in the host
DNA, simplifying the commercialization of these specimens. Besides to the application of
CRISPR-Cas 9 technology, protoplasts also enable studies of heterologous expression and
somatic hybridization, but the best way to explore the potential of protoplasts in researches is
to associate them with an efficient plant regeneration protocol. Thus, the current work aimed to
elaborate an efficient and reproducible method specific for coffee protoplast obtention in the
diploid (2n=2x=22) genotype clone 14 Coffea canephora targeting the application of precision
molecular technology for plant breeding. For this, suspensions of embryogenic calluses of C.
canephora clone 14 were selected as biological material, due to its high capacity of regeneration
in plants, which is the principal limiting factor of the technique. Enzymatic digestion of the cell
wall was performed using two different enzyme solutions: 1% cellulase, 0.5% driselase and
0.5% pectinase; and 0.5% cellulase, 0.5% Macerozyme and 0.2% pectinase, that showed similar
values of performance and viability. The pH value of the enzymatic solution was also evaluated
in this work, and it was found that pH 5,6 provided greater enzymatic efficiency and cell
viability simultaneously. After, tests were carried out to optimize the regeneration of the
protoplasts, and the plated cells were subjected to a gradual reduction in osmotic pressure
throughout cell culture. After 50 days of plating, the cell pellets were transferred to erlenmeyers
where the tests in cell suspension started using shaking and different means of culture. It was
also observed that the cultivation conditions adopted did not affect the physical embryogenic
appearance and embryogenic potential, besides favouring cell cluster multiplication. Finally, it
can be concluded that the purpose of this study was successfully achieved, but it is necessary
to continue research aimed at plant regeneration from the cell suspension obtained in order to
establish a complete regeneration protocol for C. canephora protoplasts in plants, capable of
assisting the generation of new elite genotypes.

Keywords: CRISPR, genetic improvement, protoplasts, enzymatic solution, pH,
regeneration, cell suspension
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1 INTRODUCAO

O café é um dos produtos mais importantes do setor agricola brasileiro e consiste na
matéria-prima de uma das bebidas mais consumidas mundialmente. O Brasil ocupa posicéao
relevante como maior produtor e exportador mundial, e tem sua producdo baseada em duas
espécies: Coffea arabica, do qual é extraida uma bebida de melhor qualidade, por isso mais
valorizada, concentrando cerca de 62% da exportacdo mundial; e Coffea canephora, também
conhecida como conillon ou robusta, menos suscetivel a pragas e doencas, representada por
38% da parcela excedente (EMBRAPA, 2020).

Devido ao alto valor agregado do café no mercado nacional e internacional, hd um
grande namero de investimentos financeiros direcionados a empresas, instituicdes e consércios
do setor de melhoramento vegetal, como o Consorcio Pesquisa Café coordenado pela Embrapa
Cafeé, o Instituto Nacional de Ciéncia e Tecnologia do Café (INCT-Café) coordenado pela
UFLA e Instituto Capixaba de Pesquisa, Assisténcia Técnica e Extensdo Rural (Incaper) que
buscam o desenvolvimento de novas cultivares cafeeiras com resisténcia a pragas e doengas,
além da melhora na qualidade da bebida extraida (EMBRAPA, 2020, INCT-Café; 2020,
INCAPER, 2020).

Considerando o importante papel que diferentes areas do conhecimento podem trazer
ao melhoramento vegetal do café, a biotecnologia vegetal aparece como uma opc¢édo viavel
repleta de ferramentas capazes de auxiliar no éxito da manipulagdo genética e obtencdo de
plantas de forma eficiente com caracteristicas desejaveis, diminuindo a quantidade defensivos
agricolas necessarios para o cultivo e propiciando uma producdo mais sustentavel, uma vez que
o desenvolvimento de novas cultivares de interesse agrondmico via melhoramento genético
convencional de espécies do género Coffea, demandam um longo periodo até chegar a fase de
comercializacdo. Um exemplo disso, é a geragdo de cultivares de C. arabica que leva cerca de
30 anos até a concessao da liberacdo comercial (CARVALHO et. al., 2013).

Uma maneira recente de realizar a manipulacao de caracteristicas genéticas de interesse
é através da utilizacdo de tecnologias moleculares de precisdo para transformacéo de plantas,
como a técnica CRISPR-Cas9.

Atualmente, a técnica mais adotada para modificacdo genética de plantas € a
transformacéo via Agrobacterium sp. que também pode ser associada a tecnologias de edicéo
génica como CRISPR-Cas9, porém em caso de sucesso, tem como desvantagem a formagéo de

uma planta transgénica gerando entraves burocraticos e longo periodo de anélise do organismo



11

formado, até que seja aprovada a comercializacdo do produto final (BORTESI, FISCHER,
2015).

A tecnologia de edicdo genética denominada Clustered Regularly Interspaced Short
Palindromic Repeats (CRISPR-Cas9), refere-se a um sistema de repeti¢cdes palindromicas
curtas, agrupadas e regularmente interespacadas, associadas a endonuclease Cas9 guiada por
RNA. Esse instrumento de edi¢do genética pode induzir mutagdes em locais programéaveis e
especificos do genoma, por meio de quebras no DNA e apresenta um grande potencial de
aplicacdo para alteracdo genética em sequéncias de DNA alvo, sem a insercdo de material
genético exdgeno em qualquer parte dos cromossomos da célula vegetal. No entanto, apesar de
ser considerada uma ferramenta precisa, e 0 RNA guia ser engenheirado com base em uma
ampla variedade de softwares de bioinformatica capazes de reduzir modificacGes indesejadas,
essa tecnologia também pode provocar mutacdes genéticas fora da regido alvo (off-targets).
Devido a essa probabilidade de falha, sua atuacéo deve ser avaliada empiricamente (MALNOY
etal., 2016).

Para que o longo periodo de espera da liberagdo comercial de uma cultivar melhorada
geneticamente seja minimizado, o uso do sistema CRISPR pode ser aplicado em forma de
entrega direta do plasmideo no interior da célula vegetal, modo que requer otimizacdo da
sequéncia promotora para cada organismo a ser alterado, resultando algumas vezes na inducgéo
de insercdo indesejada de fragmentos de DNA nos locais alvo das células hospedeiras (KIM et
al., 2014).

Outra possibilidade para método de entrega direta seria a utilizacdo de
ribonucleoproteinas (RNP) que consiste na introducao da proteina Cas9 associada ao RNA guia
(sgRNA) no citoplasma celular, que ndo deixa marcas de DNA exdgeno no genoma hospedeiro
e tem capacidade de realizar edi¢do genética em menor tempo, quando comparado ao sistema
de entrega direta do plasmideo. Contudo, a parede celular das células vegetais oferece
resisténcia mecanica para o0 acesso ao interior da célula, sendo necessaria a sua retirada das
células receptoras (momento em que passam a ser denominadas protoplastos) a fim de
proporcionar a entrada dos componentes moleculares preparados para alterar as regides alvo do
genoma celular, através da desestabilizagdo da membrana plasmética (WOO et al., 2015 ; LUO
etal., 2015, PARK et al., 2019).

A remocéo da parede celular pode ocorrer por meio da digestdo enzimatica que requer

adaptacdo de numerosas condi¢fes de acordo com a espécie e o tecido utilizado, como


https://link.springer.com/article/10.1007/s00299-016-1937-7#ref-CR28
https://link.springer.com/article/10.1007/s00299-016-1937-7#ref-CR52
https://link.springer.com/article/10.1007/s00299-016-1937-7#ref-CR32
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combinacdo e concentracdo enzimatica ideal, luminosidade, temperatura, pressao osmética, pH,
agitacdo, entre outros fatores (CARNEIRO et al., 1998).

Além da tecnologia CRISPR, os protoplastos podem servir como ferramentas em
estudos sobre metabolismo celular, expresséo heter6loga, expressao transiente e a producéo de
plantas com diferentes caracteristicas de interesse passiveis de comercializacdo em intervalo de
tempo muito inferior ao atual (YOO, CHO, SHEEN, 2007; ZHANG et al., 2011).

O principal obstaculo a ser transposto ao se trabalhar com este tipo de célula, é a
regeneracdo dos protoplastos em plantas, processo dependente de um protocolo gendtipo-
especifico (MATSUMOTO, 2010). Uma forma de aumentar a probabilidade de regeneragéo de
plantas a partir de protoplastos, é através da utilizacdo de material bioldgico totipotente com
alto potencial embriogénico, de modo simultaneo a realizacdo de testes de regeneracao
empregando alguns dos varios protocolos de embriogénese somatica disponiveis na literatura
como estratégia para obtencao de plantas regeneradas (OLIVEIRA e PAIS, 1991).

Tendo em vista a disponibilidade de suspensdo de calos embriogénicos de Coffea
canephora no Laboratério Central de Biologia Molecular (UFLA-MG) e a maior facilidade de
manipulacdo genética desta espécie (diploide: 2n=2x=22) em relacdo a Coffea arabica
(tetraploide: 2n=4x=44, cujo genoma é composto por duas bases genéticas diferentes), este
trabalho realizado em colaboracdo do Laboratério de Biotecnologia de Plantas Horticulas
(ESALQ-USP), teve como objetivo o estabelecimento de um protocolo eficiente de isolamento

e regeneracdo de protoplastos a partir de suspensédo de calo embriogénico de Coffea canephora.

2 REFERENCIAL TEORICO
2.1 ASPECTOS E RELEVANCIA DA CULTURA CAFEEIRA

Matéria-prima da bebida apreciada mundialmente, o grdo de café compde grande parte
do mercado agricola brasileiro, uma vez que o Brasil é destaque como maior produtor e
exportador mundial do produto. Além do setor primario, 0 mercado cafeeiro também exerce
influéncia nos setores secundario (processamento do grao) e terciario (exemplo: transporte e
comercializa¢do). Assim, o café proporciona condi¢des para crescimento e desenvolvimento
socioecondmico atraves da geracdo de numerosas oportunidades de emprego, demonstrando
desta forma, o motivo de sua importancia (CONSORCIO PESQUISA CAFE, 2020; DE
OLIVEIRA et al.; 2019).

A cafeicultura nacional é baseada em duas espécies: C. arabica, concentrando cerca a
maior parte da comercializacdo mundial devido a elevada qualidade da bebida extraida; e C.
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canephora que complementa a fragcdo remanescente, sendo muito utilizado na forma de blends
por contribuir para obtencdo de uma bebida com densidade mais encorpada, em decorréncia a
sua maior solubilidade em agua (EMBRAPA, 2020; RIBEIRO et.al, 2013). Além das espécies
C. arabica e C. canephora, apenas a espécie Coffea liberica é explorada comercialmente,
apesar do género Coffea compreender mais de 130 espécies, € mesmo assim sua atuagao no
mercado é pouco significativa (VILLALTA-VILLALOBOS, GATICA-ATIA; 2019).

As duas principais espécies comerciais de cafe diferem em sistemas de reproducéo e
propagacdo, nimero de cromossomos (C. arabica 2n=4x= 44 e C. canephora 2n=2x=22), base
genética (C. arabica é um hibrido espontaneo entre Coffea canephora Pierre e Coffea
eugenoides L.), origem, ciclo, porte da planta, tipo e tamanho das cerejas e dos gréos, exigéncia
nutricional, tolerdncia a seca, pragas, doencas e nematdides, constituicdo bioquimica dos graos,
qualidade da bebida, entre outros; por isso a cultura dessas espécies requer diferentes cuidados
além de apresentarem um custo de producéo elevado (FERRAO et al., 2007; LASHERMES et
al., 1999).

As variedades de C. canephora tem como caracteristicas a alogamia,
autoincompatibilidade gametofitica e floracdo sincronizada, favorecendo naturalmente a
polinizacdo cruzada, aumentando fluxo génico, a frequéncia de heterozigose e altas taxas de
polimorfismos. No Brasil distribuem-se principalmente nos estados do Espirito Santo,
Rondbnia e Bahia (FERRAO et al., 2007; PARTELLI et al., 2011; SOUZA et al., 2013).
Integrando a espécie C. canephora estdo duas variedades botanicas caracteristicamente distintas
e comercialmente cultivadas (BATISTA-SANTOS et al., 2011; DAVIS et al., 2006): a
variedade botanica Robusta, que possui crescimento ereto, maior tamanho de folhas, maturacéo
tardia, menor tolerancia ao déficit hidrico e maior resisténcia a doencas e pragas, e a variedade
Conilon, apresentando maturag&o precoce dos frutos, folhas alongadas, maior tolerancia a seca
e maior suscetibilidade & pragas e doencas (MONTAGNON et al., 2012; FERRAO et al., 2007;
PARTELLI et al., 2011).

Analisando a ampla variedade de caracteristicas agronomicamente desejaveis, €
possivel constatar que o genoma da espécie C. canephora configura uma fonte rica de
informagdes genéticas a serem exploradas, atraindo investimentos financeiros na &rea de
melhoramento genético para obtengéo de novas cultivares produtivas e resistentes. Além disso,
a espécie também apresenta como fator favoravel ao sucesso de alteracao genética em praticas

moleculares relacionado a diferenca e menor complexidade de sua base genética em
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comparacdo a espécie C. arabica que foram demonstradas por Cenci; Combes; Lashermes
(2011).

Outra razdo para a busca de cultivares melhoradas geneticamente, esta no alto custo da
producdo de café relacionado, entre outros aspectos, a ocorréncia de estresses bioticos e
abidticos, custos operacionais da colheita manual ou mecénica, longo ciclo da cultura e a
necessidade de varios anos de producdo para avaliar condigdes adversas a produtividade, logo,
0 melhoramento genético torna-se uma via altamente vantajosa desejaveis pois possibilita
manipulacdes genéticas programaveis em menor tempo quando comparado ao melhoramento
convencional (DE OLIVEIRA et al., 2019).

Técnicas de cultura de tecidos vegetais tem sido associadas a criagdo de novas cultivares
de café ndo so pela capacidade de auxiliar na manutencéo e avaliacdo de germoplasma, como
na multiplicacdo de genotipos elites de cafeeiros (BERTRAND et al., 2011; ABDIN et al.,
2017).

Entre as técnicas de cultura de tecidos utilizadas para analises gendmicas, estd o
isolamento e regeneracdo de protoplastos que, apesar de ser aplicada ha mais de 30 anos, como
mostra Pietrzak et al. (1986), durante muitos anos foi pouco empregado em decorréncia da sua
complexidade relacionada principalmente a necessidade de protocolos gendtipo-especificos e a
dificuldade de regeneracdo em plantas, que pode ser minimizada pela associacdo &
embriogénese somatica. Recentemente, o isolamento de protoplastos vegetais tem sido
utilizado com maior frequéncia, como ferramenta versatil para analise de expressao transiente
envolvendo tecnologia CRISPR-Cas9, que se refere a um sistema de mutacdo genética de
precisdo em que a endonuclease Cas9 guiada por RNA causa quebras nas fitas de DNA em
locais programaveis e especificos do genoma alvo (OLIVEIRA E PAIS, 1991; YOO, CHO,
SHEEN, 2007).

2.2 EMBRIOGENESE SOMATICA

A cultura de tecidos vegetais pode ser definida como uma técnica de cultivo asséptico
de células vegetais, tecidos, o6rgaos, embribes, protoplastos ou sementes em meio nutritivo
(composto por macro e microelementos, vitaminas, &cidos organicos e inorganicos) sob
condi¢des ambientais controladas (temperatura, umidade, fotoperiodo, luz, nutrientes) afim de
fornecer um ambiente ideal para o crescimento vegetal (BRIDGEN; VAN HOUTVEN;
EECKHAUT, 2018).
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Apesar de ser considerada simples, esta técnica requer treinamento e educacdo para
compreensdo e planejamento a respeito do que pode ser realizado para alcancar os resultados
desejados. A cultura de tecidos € um método especialmente vantajoso para melhoramento de
plantas e também pode ser aplicada para obtencédo e propagacdo de clones (micropropagacao
ou propagac¢do vegetativa in vitro); eliminacdo de doencas; cultura de anteras/p6len para a
producdo de plantas haploides; isolamento de protoplastos; produgdo de metabdlitos
secundarios de interesse comercial; selecdo e mutacdo celular; estudos em anatomia
fundamental da planta, desenvolvimento e nutricdo; biotecnologia vegetal; embriogénese
somatica; producdo de sementes sintéticas; cultura de calos; e cultura de flores (BRIDGEN;
VAN HOUTVEN; EECKHAUT, 2018; BEDNAREK; ORIOWSKA, 2019; LOYOLA-
VARGAS, OCHOA-ALEJO, 2018).

O fundamento central da cultura de tecidos vegetais é a totipotencialidade celular, que
em outros termos, implica na capacidade de qualquer célula da planta originar um novo
individuo, uma vez que a célula contém toda a informacdo genética necessaria a regeneracdo
completa de outra planta (PEREIRA et al., 2007; DE OLIVEIRA et al., 2019).

Genericamente, as células mantidas em condicdes de cultivo in vitro podem expressar
sua totipoténcia através de duas maneiras que sdo: organogénese, pela indugdo de meristemas
caulinares e/ou radiculares, diferenciando-se em caules e raizes, respectivamente; e
embriogénese somatica, que estimula a formacao de embriGes somaticos, seguindo as fases do
embrido zigético, sem que haja fecundacdo (SEGURA, 1993; GUEDES, 2008). E importante
destacar que existem diferencas nas respostas morfogénicas in vitro entre géneros e espécies de
uma mesma familia. Além disso, dentro da mesma espécie, também sdo encontradas
divergéncias significativas entre as respostas obtidas de subespécies e cultivares, de forma que
uma Unica formulacdo do meio de cultura para o crescimento da planta seja frequentemente
ineficiente para gerar morfogénese em todas as variedades vegetais (LITZ, 1993 apud
GUEDES, 2008).

A embriogénese somatica no café pode ser realizada mediante dois processos de
desenvolvimento: a embriogénese somatica direta, na qual os embribes sdo formados
diretamente das células somaticas dos tecidos matrizes, sem passarem pela transigédo de estagios
intermediarios do calo; e indireta, onde os embrides somaticos originam-se de calos, uma massa
celular com crescimento desorganizado que neste caso, podem apresentar celulas em diferentes
estadios de diferenciacdo. A opcao da embriogénese somatica indireta é a mais promissora para
o café (DE OLIVEIRA, 2019; PEREIRA et al., 2007).
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Em ambas vias, 0 embrido somatico segue 0 mesmo padrdo de desenvolvimento do
zigotico, passando pelos estagios globular, cordiforme, torpedo e cotiledonar (GUERRA et al.,
1999). Tais estagios podem ser observados através de analises histolégicas como mostrado na
Figura 1.

Figura 1: Andlise histolégica mostrando as caracteristicas dos diferentes estagios do

desenvolvimento de embrido somatico de batata (Solanum tu_berosur‘n L.)
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Legenda: A- Corte de explante (segmento nodal) em processo de embriogénese somatica com zonas
meristematicas aparentes (setas) caracterizadas por células de citoplasma denso e nucleos intensamente
corados. B- Embrido globular com protoderme visivel (ponta de seta) e estrutura de um suspensor (seta).
C- Embrido somético de forma globular tardia. D- Embrido somético cordiforme contendo primoérdios
de cotilédone (setas) e regido meristema apical em diferenciacdo (ponta de seta). E- Um embrido
somatico em estagio torpedo. F- Tecido vascular do explante e um embrido somatico em
desenvolvimento isolado (seta). G- Um embrido somatico com extremidade basal fechada (ponta de
seta) contendo sistema vascular (seta). H- Se¢do transversal de broto axilar, mostrando uma conexao
vascular bem desenvolvida com o explante de origem.
Fonte: SHARMA, MILAM (2004).

Segundo Vieira & Kobayashi (2000), reguladores de crescimento (fitorreguladores) séo
compostos chaves para indugdo da formacdo dos diferentes aspectos entre esses dois padrdes
de desenvolvimento embriogénico. Os fitorreguladores sdo compostos sintéticos que exercem
efeitos proximos a horménios (substancias naturais) em vegetais, auxiliando na adaptacdo e
diferenciacéo dos tecidos durante o cultivo in vitro (PINHAL et al., 2011). Entre as categorias
de reguladores frequentemente utilizados estdo as giberelinas, auxinas e citocininas, acido
abscisico e seus andlogos. Porém, seus inibidores também podem contribuir positivamente, em
determinados casos (BRIDGEN; VAN HOUTVEN; EECKHAUT, 2018).
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Em Coffea arabica, a embriogénese somaética direta é alcancada pelo cultivo dos
explantes (folhas) em apenas um meio de cultura, com adi¢cdo somente de citocininas, enquanto
a indireta necessita de alta relacdo auxina/citocinina para a formacéo de calos ndo diferenciados
em um meio de cultura inicial e baixa relacdo, para a inducdo de calos embriogénicos durante
culturas consecutivas. Através deste exemplo, fica demonstrado o papel fundamental das
auxinas e citocininas na embriogénese somaética de C. arabica juntamente com a necessidade
de variacdo da concentracdo desses estimulantes sintéticos de acordo com o objetivo a ser
atingido (PEREIRA et al., 2007).

Para espécie C. canephora, Hatanaka et al. (1991), analisaram diferentes categorias de
reguladores de crescimento isoladamente durante cultivo discos foliares e constatou que a
presenca de citocininas (2 i-P, BAP, cinetina) em meio Yasuda (1985) na concentracdo de 5uM,
proporcionou a formacdo de grande nimero embrides, sendo essa considerada como a melhor
classe de fitorreguladores, entre as avaliadas.

No processo de embriogénese somaética indireta, os calos embriogénicos podem ser
cultivados em meio solido ou liquido, quando recebem a denominacao de suspensdes celulares
embriogénicas. Para algumas espécies, suspensdes celulares tém sido frequentemente
relacionadas a probabilidade de instabilidade genética levando & variagdo somaclonal. Essa
alteracdo genética pode resultar em modificacdes fenotipicas ocasionadas por rearranjos
gendmicos, gerando plantas diferentes da matriz. Logo, apesar da ocorréncia da variagao
somaclonal ter sido demonstrada em baixas taxas para espécies Coffea arabica, a possibilidade
de sua eventual existéncia deve ser analisada durante a propagacdo de plantas, uma vez que
pode levar a perda de fidelidade genética (BEDNAREK; ORIOWSKA, 2019).

A variacdo somaclonal ocorre principalmente como resposta a estresses (como auséncia
de luz, exposicdo prolongada a reguladores de crescimento ou outros) impostos as células
durante cultura, na forma de metilacdo do DNA, rearranjo cromossdmico e mutagdes pontuais.
Portanto, a avaliacdo da qualidade em termos de similaridade genética da progénie faz-se
relevante para producdo de plantas obtidas por meio de cultivo in vitro (BEDNAREK;
ORIOWSKA, 2019).

Um fator relevante durante a embriogénese somatica é a fonte de carbono utilizada
durante a cultura celular que tem objetivo de suprir as necessidades metabdlicas, atuando na
geracdo de energia ou nos diversos processos biossintéticos requeridos para a diferenciacdo e
crescimento celular (LEIFERT et al., 1995). Os carboidratos também tem participacdo

importante na manutengcdo da osmolaridade adequada do meio de cultura e promocdo do
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crescimento embrionério (HU; FERREIRA, 1998). A concentracdo de agUcares no meio de
cultura também influencia na absor¢éo de nutrientes, no efeito de reguladores de crescimento e
producéo de metabdlicos secundarios, importantes para 0s processos metabélicos e composicdo
da parede celular (GRATTAPAGLIA; MACHADO, 1998).

Fuentes et al. (2000) relataram que durante a embriogénese somatica direta, fontes de
carboidratos como frutose, maltose e glicose podem influenciar significativamente na produgéo
de embribes somaticos de C. canephora e apresentar rendimento superior a sacarose
(comumente utilizada em meio de cultivo) de acordo com o genotipo adotado.

Em conhecimento das informacgdes apresentadas, este trabalho buscou empregar
técnicas de cultura de tecidos associadas a protoplastos e embriogénese somatica indireta afim
de estabelecer um protocolo eficiente para isolamento e regeneracao de protoplastos explorando
diferentes fontes de carboidratos como estimulo de inducdo de embrides, com o objetivo de
futuramente, utiliza-lo como ferramenta para estudos moleculares relacionados a biotecnologia

vegetal por meio de transformacdo genética de plantas e analise de expressao transiente.

23 POTENCIAL E REQUISITOS DA TECNICA DE ISOLAMENTO E
REGENERAC}AO DE PROTOPLASTOS

Os protoplastos vegetais sdo células vegetais desprovidas de parede celular (FIGURA
2) e constituem uma ferramenta versatil para execucdo de experiéncias envolvendo anélises
moleculares in vivo de construcGes génicas (expressdo transiente), e metabolismo celular,
auxiliando, desta forma, a realizacdo de estudos tais como aqueles relacionados a expressao
génica, metabolismo celular, reprogramacao celular e melhoramento genético (por hibridizacdo
somatica) (DAVEY, 2005; YOO; CHO; SHEEN, 2007; PASTERNAK et al., 2020).

Figura 2: Protoplastos isolados a partir do mesofilo de Arabdopsis.
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Fonte: WU et al. (2009).
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Devido a grande dificuldade de regeneracdo destas células e a necessidade de
elaborac&o de protocolos especificos para cada genotipo, o isolamento de protoplastos foi pouco
adotado durante anos por pesquisadores da area de melhoramento genético. No entanto, em
decorréncia do surgimento da tecnologia CRISPR-Cas9, a aplicacéo desta técnica foi retomada
para ensaios de eficiéncia de construgdes génicas engenheiradas através de softwares para
estudos envolvendo bioinformatica. Desta forma, os protoplastos tornaram-se instrumentos
para realizacdo de analises rapidas in vivo de expressdo transiente, deteccdo de alteracdo
genética em regides indesejadas do DNA alvo (off-targets), analise funcional de genes, além da
transformacdo genética buscando caracteristicas de interesse agrondmico e comercial (YOO;
CHO; SHEEN, 2007).

O sistema CRISPR associado ao estudo de protoplastos também pode ser empregado
com o objetivo de gerar um organismo modificado geneticamente e livre de DNA exdgeno,
por meio da introducdo de plasmideo ou ribonucleoproteinas (RNPs), no qual utiliza-se uma
solucéo contendo polietilenoglicol (PEG) que desestabiliza a membrana celular e favorece a
passagem destas macromoléculas para o interior da célula vegetal possibilitando a edicdo génica
do material genético alvo (BERNARD et al., 2019; ZHANG et al., 2016). Ao método de
insercdo de plasmideo ou RNPs em protoplastos é dado o nome de transfec¢édo de protoplastos,
e tem como atrativo a capacidade de viabilizar a obtencdo de organismos indistinguiveis dos
gerados via melhoramento convencional ou mutagénese classificados como ndo-GM
(geneticamente modificados), tal qual previsto no regulamento emitido pela Comissdo Técnica
Nacional de Biosseguranca através da normativa nimero 16, de 15 de janeiro de 2018
(HARTUNG E SCHIEMANN, 2014; RAN, LIANG, GAO, 2017; CTNBiIo, 2018).

Este tipo de manipulacdo genética resultante em organismos ndo-GM, é uma opgao
altamente vantajosa e configura um grande avango para os melhoristas vegetais, uma vez que a
técnica de modificagcdo genética de plantas mais amplamente utilizada na atualidade €
transformacéo via Agrobacterium sp. que, em casos de éxito, sempre acarreta na origem de
organismos transgénicos, e portanto, necessitam passar por processos burocraticos lentos, com
baixa aceitagdo pelo consumidor final (MALNQY et al., 2016).

A tecnologia de transformac&o de protoplastos também oferece outras vantagens quando
comparada a técnicas comumente empregadas para transformagdo de genoma nuclear, a
exemplo da maior probabilidade de obtencdo de plantas transformantes. Alem da edicdo
genética, a transfeccdo de protoplastos também pode proporcionar a introducdo de moléculas
capazes de integrar fragmentos de DNA exdgeno no genoma celular via recombinacdo
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homdloga, dessa forma, esta técnica torna-se importante e de grande valia para melhoristas
vegetais devido a possibilidade de viabilizar a inser¢do do fragmento genético de interesse em
locais especificos do DNA celular (KOOP et al,1996).

O isolamento de protoplastos é influenciado por numerosos fatores, tais como genotipo,
estado fisiolégico das células, tipo, concentracdo e tempo de digestdo de enzimas,
estabilizadores osmoticos, densidade da suspensdo, composicdo do meio de cultivo, pH ,
agitacdo, luminosidade e temperatura (CARNEIRO et al., 1998; COSTA et al., 2002). Logo,
para o desenvolvimento e otimizacdo de um protocolo de isolamento de protoplastos, é preciso
considerar todos esses fatores e ajusta-los conforme a necessidade do material biologico de
interesse, de modo a estabelecer condicGes para a otimizacdo do melhor rendimento possivel
de células ao final do processo.

O estado fisiologico, por exemplo, € um fator extremamente importante quando
pretende-se regenerar os protoplastos obtidos, uma vez que o material utilizado para isolamento
das células é fundamental para que este objetivo seja alcancado, e aspectos como idade,
temperatura, intensidade luminosa ou fotoperiodo afetam o perfil metabdlico celular
(MAHESHWARI et al., 1986).

Oliveira e Pais (1991) indicam que calos ou suspensfes celulares embriogénicas
constituem sistemas adequados para a obtencdo de protoplastos, em consequéncia da maior
capacidade de regeneracdo de plantas por embriogénese somatica, além disso podem reduzir de
4 a 6 meses o0 processo de formac&o de embrides. E relevante ressaltar que células em suspenséo
celular podem perder o potencial embriogénico ao longo do tempo, portanto é ideal que o
material bioldgico embriogénico esteja em pleno vigor. VAN BOXTEL, BERTHOULY (1996)
demonstraram que suspensdes celulares embriogénicas de algumas variedades de Coffea
canephora ainda apresentavam alta frequéncia de regeneracéo, mesmo decorridos dois anos &
partir do inicio do cultivo (idade aproximada do material utilizado neste trabalho para
isolamento dos protoplastos), contudo a ocorréncia de variagdo somaclonal néo foi avaliada.

Analises feitas em plantas regeneradas de protoplastos derivados de folhas de citrus,
mostraram que a auséncia de potencial embriogénico celular pode estar associado ao seu DNA
mitocondrial. Esta hipotese foi levantada com base em estudos moleculares ap0s a regeneracéo
de células de folhas ndo sofrer morfogénese nas condigdes-padrdo de cultivo. No entanto,
posteriormente a uma hibridizacdo somatica interespecifica com células embriogénicas |,

algumas plantas regeneradas apresentaram genoma nuclear do genitor ndo-embriogénico e o
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mtDNA do genitor embriogénico (CARVALHO,SENA, 2007, MOREIRA et al., 2000; LIU et
al., 2002; XU et al., 2004).

Outra condicdo que exerce influéncia na viabilidade de protoplastos isolados é o
acumulo de espécies reativas de oxigénio (EROSs), liberadas durante a degradacdo da parede
celular. Para mitigar os efeitos nocivos em espécies vegetais com alta concentragdo de
substancias oxidantes; enzimas como superéxido dismutase, catalase e outros antioxidantes
(polivinilpirrolidona-PVP)  podem  ser incluidos junto a solucdo enzimatica
(RATANASANOBON; SEATON, 2013).

Para execucdo da primeira etapa do isolamento de protoplastos € necessario que a parede
celular seja removida. O processo de remocdo da parede celular pode ocorrer através de
digestdo enzimatica que pode utilizar diferentes combinac@es de enzimas cataliticas capazes de
hidrolisar os componentes da parede celulésica; ou por métodos mecénicos, como ultrassom,
mas com menor intensidade devido a baixa eficiéncia (MATSUMOTO, 2010).

A digestdo enzimatica da parede celular ¢ a primeira etapa do isolamento de
protoplastos e deve ser realizada em meio liquido com pH que favoreca a acdo enzimatica sem
prejudicar a viabilidade celular. Para manter a estabilidade do pH do meio sdo utilizados
tampd@es de acido 2-N- morfolinoetanossulfénico (MES) que garantem a viabilidade celular
durante a atividade enzimatica. O principal cuidado nesta etapa reside na pressao osmética
capaz demanter a integridade dos protoplastos liberados, uma vez que sem a resisténcia
mecanica proporcionada pela parede celular, as células podem ter a membrana plasmatica
rompida em casos de alta pressdo de turgor (TORRES et al.,, 1998, CASTRO, 2002,
AUGUSTO, 2015).

A condicdo osmética é ajustada com uso de estabilizadores osméticos que podem ser
metabolicamente inertes, como o manitol e sorbitol, ou metabolicamente ativos a exemplo da
glicose e sacarose. Estas ultimas substancias fornecem condicdes favoraveis para regeneracao
dos protoplastos pois diminuem gradualmente a forca osmoética do meio extracelular ao serem
metabolizadas pelas células ao longo do processo (EVANS e BRAVO, 1983). A concentracdo
do estabilizador osmdtico é determinada empiricamente para que 0s protoplastos sejam
mantidos na condicdo esférica ideal adotada quando submetidos a um meio hiperténico
(SMITH, 1977). Molaridades inferiores podem resultar na lise celular, enquanto a alta
concentracdo desses estabilizadores pode levar a reducdo do tamanho dos protoplastos por
plasmolise; inibindo a regeneracdo da parede celular (BENGOCHEA e DODDS, 1986;
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AUGUSTO, 2015). Geralmente, a concentragdo do estabilizador osmotico utilizada é proxima
a 13% (p/v), ou seja, em torno de 0,6 a 0,7M (SMITH, 1977, AUGUSTO, 2015).

Em alguns casos, previamente a digestdo celular, os explantes sdo submetidos a um
tratamento inicial denominado pré-plasmolise, que consiste na imersdo do material de interesse
numa solucéo de potencial osmotico reduzido. Assim, ocorre uma diminui¢do da pressdo de
turgor das células e uma separacdo entre a membrana plasmatica e a parede celular
(FERRANDO e SPIESS, 2001). Esta exposi¢do tem como finalidade evitar choque osmotico
durante o processo de isolamento.

O tipo e concentragdo de enzimas presentes nas solugdes enziméticas também s&o
determinantes para isolamento de protoplastos, pois apesar da parede celular dos vegetais
apresentarem 0s mesmos constituintes basicos, a sua composicdo € amplamente variavel entre
espécies, idade e tecidos vegetais (CARNEIRO et al., 1998).

Um protocolo eficiente para o isolamento destas células deve conter uma solugdo
composta por enzimas como celulase, pectinase, macerozima, hemicelulase ou driselase para
que haja digestdo total da parede celular, a qual consiste numa complexa mistura de celulose,
hemicelulose, pectinas e menores quantidades de minerais, proteinas, lipideos, fenois e enzimas
(DAVEY et al., 2005; CARNEIRO et al., 1998).

Em uma abordagem mais aprofundada sobre os componentes da parede celular, é
possivel notar que as pectinas representam uma familia de polissacarideos altamente complexa,
rica em 4&cido galacturénico, incluindo homogalacturonanos, ramnogalacturonanos | e
galacturonanos. Estes compostos sdo altamente hidratados e 0s primeiros a serem sintetizados
durante a formacdo da parede celular primaria. Outro componente importante da parede celular
é a hemicelulose. Estas moléculas atuam como ligantes de polissacarideos que agregam a
celulose, formando uma forte e resiliente estrutura. Outro polimero presente em grande
guantidade na parede vegetal ¢é a celulose que é composta por glicose e sintetizada por grandes
complexos de membrana que secretam microfibrila na superficie da célula, semelhante a um
fio de aranha. Para protecdo das células vegetais, todos os componentes da parede celular séo
integrados por interacdes fisicas e reacdes de crosslinking (COSGROVE, 2005).

Atraves do conhecimento da constituicdo da parede a ser digerida, € possivel estabelecer
quais enzimas serdo mais apropriadas para uma digestao total, além de orientar a composicao
de meio nutritivo para regeneracao da parede celular.

Dentre as enzimas anteriormente citadas empregadas na retirada da parede vegetal, as
pectinases possuem atividade poligalacturonasica e sdo responsaveis pela decomposi¢do da
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lamela média, além da matriz da parede primaria. Ja as celulases, compostas por hemicelulase,
B-1,4-glucanase, quitinase, lipase e nuclease; catalisam a reacdo de degradacdo das
hemiceluloses. Outra proteina catalitica interessante é a driselase, a qual desempenha
simultaneamente atividade celulasica e pectinésica, sendo aplicada com sucesso no isolamento
de protoplastos vegetais (CHAWLA, 2010 apud AUGUSTO, 2015).

Uma importante observagdo € que enzimas comerciais apresentam impurezas em sua
composicdo, como nucleases, proteases, lipases, fenois e sais, que podem ser inativadas por
meio da incubacdo enzimatica em banho-maria, além de melhorar a solubilidade e eficiéncia
das enzimas presentes na solucdo (YOO et al.,, 2007). Em contrapartida, alguns dos
contaminantes citados podem beneficiar o processo de isolamento de protoplastos. Sendo
assim, o efeito favoravel ou prejudicial das impurezas sobre o rendimento de células isoladas
deve ser avaliado empiricamente (CANHOTO, 2010).

Estudos também relataram que a presenca de calcio e fésforo na solugdo enzimatica
confere estabilidade a membrana dos protoplastos recém-isolados (CARNEIRO, 1998). Devido
a isso, sais de cloreto de célcio (CaCl,.2 H,O) ou dihidrogenofosfato de potassio (KH,PO,) tem
sido adicionados a solugédo de isolamento de protoplastos.

A digestdo enzimatica e o cultivo inicial dos protoplastos ocorrem no escuro afim de
manter a viabilidade celular evitando assim, uma possivel degeneracdo na presenca de luz. Esta
auséncia de luz é mantida até a formacao de calos (CARVALHO, SENA; 2007).

O periodo de incubacdo enzimética durante o isolamento € uma outra condi¢do que varia
de acordo com o tecido e o geno6tipo testado, como demonstrado por Augusto (2015), e deve
ser testado empiricamente.

Schopke et al. (1987), descrevem o sucesso do isolamento de protoplastos de Coffea
canephora a partir de embrides, quando utilizaram uma solucdo enzimatica composta por 2%
de celulase,1% de driselase e 1% de pectinase.

Outro cuidado a ser tomado durante o isolamento de protoplastos é a baixa velocidade
de rotacdo para homogeneizacéo da solucdo enzimatica, uma vez que sem a parede celular, as
células ndo possuem uma protecéo fisica contra choques mecénicos, e podem ter a membrana
plasmatica facilmente rompida (MATSUMOTO, 2010).

Mesmo depois da adequagdo das condi¢BGes necessarias a digestdo da parede celular,
eventualmente ocorre a formacao de residuos durante a digestdo enzimatica da parede celular e
rompimento de algumas células, nestes casos pode ser necessaria a realizacdo de uma

purificacdo afim de remover as enzimas e o0s debris presentes na solugdo garantindo a
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viabilidade das células (TORRES et al., 1998). Sendo assim, ap6s o periodo de incubacao
enzimatica, a solucdo resultante é filtrada, depois submetida a centrifugagdo em baixa rotacdo
com duas solugcdes formando um gradiente de densidade para que as células fiquem
concentradas na interface das duas solucbes (TORRES et al.;1998; AUGUSTO, 2015).
Posteriormente, a banda interfasica contendo os protoplastos é retirada cuidadosamente com
auxilio de pipeta e inoculada em meio de cultura sélido, liquido ou semi-so6lido, onde inicia-se
0 processo regenerativo.

Ap0s a etapa de purificacdo, € necessario verificar viabilidade das células isoladas, bem
como checar se houve a digestdo total da parede celular. Para isso, sdo realizados alguns testes
de viabilidade como adicéo do corante Azul de Evans e Fenolsafranina, seguido de observagéo
em microscopio éptico. Protoplastos intactos excluem os corantes, enquanto protoplastos ndo
integros sdo permeéaveis a ele. Porém, a maior prova de viabilidade das células estd na
regeneracdo da parede celular e nas consecutivas divisdes celulares. A contagem do nimero de
células é feita em cadmara de Neubauer. (KANAI e EDWARDS, 1973; KARUNARATNE e
SCOTT, 1981).

Geralmente, os protoplastos iniciam a sintese da parede celular imediatamente ao
plaqueamento, no entanto, ainda necessitam de protecdo osmotica até que as estruturas
primarias da parede celular sejam formadas, o que neutraliza a pressdo de turgor exercida pelo
citoplasma, desfavorecendo a divisdo celular. A pressédo de turgor tem funcdo de alongar a
parede celular, aumentar sua porosidade e fornecer um gradiente de energia para conduzir a
distribuicdo de polimeros durante a formacdo da parede celular e deve ser reduzida
gradativamente, conforme a regeneracdo da parede celular (CASTRO, 2009; COSGROVE,
2005).

A regeneracdo da parede celular acontece sob condicdes propicias ao crescimento das
células, que necessitam de densidade adequada para que haja diviséo celular. 1sso ocorre devido
a fatores de crescimento, incluindo aminoacidos no meio ao seu redor (DAVEY et al., 2005).
Cada espécie apresenta uma densidade minima de plagueamento e em altas densidades, a
absorcdo de nutrientes e excrecdo liberada pelas células tem capacidade de modificar
significativamente 0 meio de cultura afetando o desenvolvimento celular. Em grande parte das
espécies a densidade 6tima situa-se entre 10° — 10° cél/ ml (CARNEIRO et al., 1998, EVANS
e BRAVO, 1983, DAVEY et al., 2005, TORRES et al., 1998).

A embriogénese somatica é um método vidvel para regeneracdo de plantas (FIGURA
3) e segue um padrdo de desenvolvimento quando plaqueados em meio de cultivo sob
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condigdes nutritivas adequadas, passando pela fase de regeneracdo da parede celular, formagéo
de clusteres celulares (colbnias), formacdo de calos (no caso de cultivo em meio sélido),
inducdo de embrides e por ultimo, regeneracdo de plantas (HOSOI, MARUYAMA, 2016).
Nesta etapa a composicdo do meio de regeneracdo difere entre os gendtipos e € determinada
empiricamente (DAVEY et al., 2005).

Figura 3: Etapas do processo de regeneracdo de protoplastos isolados a partir de tecidos
embriogénicos de Chamaecyparis pisifera Sieb. et Zucc.
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Legenda: a- protoplastos isolados; b- células em diviséo; c- formacéo de colonias; d- inicio de elongacéo
de células do suspensor (a,b,c = barras 50pum; d=1 mm).
Fonte: HOSOI, MARUYAMA (2016).

2.4 TECNOLOGIA CRISPR: ORIGEM, MECANISMO E APLICAC}OES

Desenvolvida através da observacao e estudo do sistema imunoldgico de procariotos, a
tecnologia CRISPR é uma ferramenta recente de manipulacdo genética que possibilita a
modificacdo do genoma de forma direcionada e eficiente (WOLTER; SCHINDELE; PUCHTA,
2019).

Este mecanismo foi elucidado e classificado em diferentes tipos a partir da observacédo
do genoma de Streptococcus pyogenes. Nesse material genético, foram identificadas pequenas
repeticdes palindromicas agrupadas e regularmente interespagadas, as quais originaram o0 nome
da técnica, CRISPR (Clustered Regularly Interspaced Shorts Palindromic Repeats). Na reacao
imunoldgica natural do procarioto estudado, foi demonstrado que elementos genéticos
exogenos de bacteriéfagos ou plasmideos, quando em contato com bactérias, desencadeavam
um processo de sintese de diferentes enzimas denominadas Cas. Estas proteinas tem a
capacidade de clivar o DNA invasor e inserir parte dele (chamado espacador), no locus
CRISPR, do genoma procariotico entre repeticdes palindrémicas diretas (JINEK et al., 2012).
Desta forma, o sistema CRISPR permite o reconhecimento de vias distintas exclusivas para
cada tipo de invasor, através de um RNA ndo codificante (crRNA), que apresenta regido
complementar ao DNA exdgeno (DELTCHEVA et al., 2011; JINEK et al., 2012).

No complexo CRISPR tipo Il, este RNA é transcrito a partir da matriz CRISPR na
forma de um RNA Unico (pré-crRNA). Este transcrito é processado pela enzima RNase I,

responsavel pela maturacdo dos crRNAs que sdo frequentemente constituidos por uma


https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/bacteriophage
https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/plasmid
https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/plasmid
https://www.sciencedirect.com/topics/neuroscience/crispr
https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/microbial-genome
https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/direct-repeat
https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/direct-repeat
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https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/recognition
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sequéncia de 20 nucleotideos, e tem a funcao de direcionar o sitio de clivagem da enzima. Antes
do processamento, os ribonucleotideos anelam-se com a sequéncia trans-activating RNA
(tracrRNA) e p6s maturacdo, ligam-se a endonuclease Cas9 (DELTCHEVA et al., 2011,
JINEK et al., 2012).

Apds a ligacdo com o complexo de RNA, a enzima Cas9, opta pela conformacéo ativa
e sofre rearranjos em seus dois l6bulos para a formacdo de um canal central. Desta forma, a
endonuclease envolve a dupla fita de DNA em busca da sequéncia proto-adjacent motif PAM
(NGG). Consecutivamente, ha a hibridizacdo RNA guia-DNA. Com a identificacédo da regido
PAM pelo dominio proteico PI, os quatro nucleotideos sequenciais upstream a esta regiao,
interagem com a cadeia complementar para criar um loop de bloqueio fosfato e desestabilizar
o0 material genético a ser clivado. O grupo fosfato conecta-se com o loop de bloqueio
orientando o DNA ao pareamento de bases com a regido semente (8—12 pb) de um sgRNA
(nome dado ao guia produzido sinteticamente- single guide). Assim, a fusdo do DNA local a
frente (1-2 pb) da PAM é ativada formando o hibrido RNA-DNA. Na etapa final do
mecanismo de clivagem do material genético de interesse, os dominios HNH e RuvC da
nuclease Cas9, rompem as cadeias de DNA complementares e ndo complementares,
respectivamente, a partir do terceiro nucleotideo da regido PAM, como mostrado na Figura 4
(BELHAJ et al., 2013; HSU; LANDER; ZHANG, 2014).
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Figura 4: Mecanismo de funcionamento do sistema CRISPR em procarioto
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Legenda: 1- A- Aquisicdo de sequéncia espacadora pela injecdo de DNA exdgeno (viral invasivo ou
plasmidial), B- integracéo da sequéncia espacadora na regido crispr, C- transcri¢éo de todo o locus crispr
dando origem ao pré-crRNA (RNA crispr) e anelamento dos tracrRNAs (trans-activating) no RNA
transcrito; 2- Biogénese dos crRNAs e maturacdo dos crRNAs através do processamento da RNase 111
e corte dos crRNAs no sentido 5°; 3- Clivagem do material genético exdgeno apds nova infeccdo: a
proteina Cas9 reconhece a sequéncia alvo pela complementariedade desta com o RNAguia e cliva o
material genético exdgeno a partir do quarto nucleotideo upstream a regidao PAM.
Fonte:JIANG, DOUGNA (2017).

Com a compreensdo do funcionamento do sistema CRISPR-Cas 9 e realizagdo de
estudos empiricos, foi possivel estabelecer a necessidade de trés elementos essenciais para
reproducdo deste mecanismo imunoldgico procarioto, em células eucariontes. S&o eles: a
enzima Cas9, RNA guia e o tracrRNA (BERNARD et al., 2019).

Sabendo que este viés de mutacdo tem capacidade de alteragdo de mdaltiplos alvos
simultaneamente de modo eficiente e direcionado, o aparato de defesa bacteriana tornou-se
uma ferramenta de integracdo, edicdo e dele¢do genética altamente vantajosa (BERNARD et

al., 2019). Apesar do elevado grau de eficiéncia, esta técnica ndo esta isenta de falhas, e
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ocasionalmente, pode editar regides gendmicas indesejadas (off-targets) quando estas séo
complementares a0 RNA guia. A mutacdo de tais regides fora do alvo pode ser minimizada
empregando algoritmos de bioinformatica para a identificacdo de RNA guias Unicos (TSAI et
al., 2015).

Para aplicagdo desta tecnologia em células vegetais, sdo utilizados plasmideos
contendo sequéncia codificante dos componentes CRISPR (RAN, LIANG, GAO, 2017); que
ao romperem as regides sementes, desencadeiam dois tipos de mecanismos comuns de reparo
de DNA celular. Um deles é reparo por homologia direcionada (Homology Direct Repair-
HDR), em que ocorre o reparo preciso no local da quebra da dupla-fita de DNA na presenca da
fita complementar a regido clivada (enddgena ou exdgena) sem perda de informacdo genética;
e 0 outro € a unido das extremidades ndo homologas (Non-homologous End Joining-NHEJ),
propensa a erros podendo causar insercdo, exclusdo ou troca de nucleotideos, levando a
modificacdo do gene nos locais alvo e perda da informacéo genética original (VIEIRA, 2019).
O processo de reconhecimento, clivagem e reparo da regido alvo submetida ao aparato CRISPR
pode ser observado na Figura 5.

Figura 5: Esquematizacdo da clivagem de DNA pela enzima Cas9 e sistemas de reparo do

material genético
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Fonte: VIEIRA (2019).
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Em espécies arboreas, mais especificamente com o cafeeiro, os registros de experiéncias
de manipulagéo gendmica ainda sdo muito limitados, porem, recentemente Breitler et al.(2018),
Freitas (2019) e Casarin (2020) demonstraram que o método CRISPR / Cas9 pode ser utilizado
para o edicdo génica em cafeeiro e que também € preciso considerar a via regeneracao das
celulas modificadas, afim de ndo inviabilizar o desenvolvimento e obtencdo do vegetal
modificado.

A tecnologia de edi¢do génica no café pode proporcionar a introducao de caracteristicas
de interesse agrondmico em genotipos de café elite de forma rapida e direcionada, além do
desenvolvimento de novas cultivares portadoras de resisténcia a pragas e doencas, tolerancia a
seca, frio e boa qualidade da bebida. Estas caracteristicas nem sempre sdo incorporadas com
sucesso por técnicas tradicionais de reproducdo (VAN DER VOSSEN et al., 2015).

Um protocolo eficiente de utilizacdo da tecnologia CRISPR/Cas9 no café, tem
capacidade de acelerar a pesquisa e criagdo de novas variedades. Encurtar o tempo necessario
para introduzir caracteristicas de interesse é particularmente atraente para a melhora de espécies
lenhosas uma vez que possuem longo ciclo de vida, consequentemente, um longo periodo para
gerar uma nova cultivar melhorada e lanca-la comercialmente (VAN DER VOSSEN et al.,
2015; LIU et al., 2016; OSAKABE et al., 2016, BREITLER et al., 2018).

Uma outra via de transformacdo genética rotineiramente adotada, & Agrobacterium. O
emprego deste método insere T-DNA do plasmideo procarioto nos vegetais, resultando sempre
em organismos transgénicos. Alguns vetores foram desenvolvidos para fornecer o sistema
CRISPR / Cas9 aos genomas de plantas através desta técnica (XING et al., 2014).

Para acelerar a aplicacdo deste sistema a uma variedade de espécies de plantas sob
condi¢Bes normais (introgressdo de caracteristicas) ou complexas (mutacdo direcionada de
genes pela insercdo de T-DNA), um dos meios empregados é o sistema de entrega direta de
macromoléculas como RNPs ou indireta, no caso de utiliza¢do de plasmideos, em protoplastos.
Esta alternativa vem sendo aplicada em algumas espécies, como por exemplo, em videira e
Solanum tuberosus (MALNOQOY et al., 2016; ANDERSSON et al., 2018).

Contudo, para que esta entrega seja viavel, é necessario que exista um protocolo
eficiente e reprodutivel de isolamento e regeneracdo dos protoplastos em plantas, maior desafio

deste trabalho.
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3 MATERIAL E METODOS
3.1 OBTENCAO DO MATERIAL BIOLOGICO

Como fonte de células para isolamento dos protoplastos foram utilizadas suspensées
celulares que ja estavam disponiveis no Laboratorio Central de Biologia Molecular da UFLA-
MG (LCBM), e foram obtidas a partir de folhas jovens do clone 14 de Coffea canephora
mantido em casa de vegetacdo. As folhas foram desinfestadas segundo Freitas (2019), em élcool
12% durante 1 minuto e, posteriormente, solucéo de hipoclorito de célcio a 2,4%, com adicao
de 5 gotas de tween 20 durante 10 minutos, e por fim, trés lavagens em agua destilada
autoclavada por 10 minutos cada. Os explantes permaneceram na agua da Ultima lavagem até
0 momento da excisdo dos explantes. Com o auxilio de bisturi, foram cortados fragmentos
foliares de aproximadamente 1cm? de modo a incluir a nervura central. O material foi entéo,
inoculado em meio Yasuda (1985) com adicdo de 3 mg L= de benzilaminopurina (BAP), 50 g
L1 de sacarose e 8 g L™t de agar, cultivadas a temperatura 27°C sob auséncia de luz. Os
explantes foram transferidos para novos meios de cultivo na mesma composicao a cada 30 dias.
Quando os calos embriogénicos atingiram um tamanho equivalente a 3 mm (cerca de 8 meses
depois), foram transferidos para cultivo em 50 ml de meio Yasuda liquido (1985) contendo 50
gL™! de sacarose e 3 mg L~ de BAP, na concentragdo de 10 g L™! de massa celular e mantidos
na auséncia de luz, a 27°C, com agitacdo orbital de 110 rpm. A renovacédo de 100% do meio de
cultivo passou a ser realizada a cada trés semanas. A idade da suspensédo celular embriogénica
utilizada era de aproximadamente dois anos (FIGURA 6). A suspensdo celular formada a partir
de calos embriogénicos de Coffea canephora clone 14, utilizada neste trabalho ja estava
disponivel em laboratério antes dos experimentos iniciarem, logo a inducdo dos calos
embriogénicos a partir de folhas, ndo foi feita pela autora.

Figura 6: Suspensdo celular embriogénica estabelecida a partir de calos embriogénicos de C.
canephora clone 14

Fonte: Autora (2020).
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3.2 ISOLAMENTO DOS PROTOPLASTOS
3.2.1 DIGESTAO ENZIMATICA DA PAREDE CELULAR

Para o isolamento de protoplastos, a referéncia adotada foi o protocolo de Mouréo Filho
(1995), com modificagdes. Foram utilizadas placas de Petri estéreis ndo tratadas (Corning®-
430589) nas dimensdes 60 x15 mm contendo 2 ml de meio de cultura BH3 filtro esterelizado
acrescido de 0,7 M dos estabilizadores osmoticos (sacarose e manitol), pH 5,6. Adicionou-se,
aproximadamente, 500 mg de massa de células drenadas obtidas a partir de suspenséo celular
de calo embriogénico de Coffea canephora. A molaridade do meio de cultura de 0,7 M foi
selecionada devido aos resultados satisfatérios. Em seguida, com auxilio de pipeta de Pasteur
(vidro) autoclavavel de aproximadamente 2 ml contendo algodao na extremidade superior (afim
de evitar contaminacdo da solucdo em caso de contato com a tetina) foram acrescidos, gota a
gota, em cada placa de Petri, um volume final de 2 ml de solucéo enzimatica das combinacdes
1ou2 (TABELA 1).

Tabela 1: Combinagdes e concentragdes enzimaticas utilizadas para avaliagdo de isolamento
de protoplastos de Coffea canephora.

Combinagdes enzimaticas 1 2
Celulase - Yakult 1% 0,5%
Driselase- Duchefa 0,5% -
Macerozima R-10- Yakult - 0,5%

Pectinase E.C.1.15
de Aspergillus niger - Sigma
Referéncia SCHOPKE et al. (1987) MOURAO FILHO (1995)
Fonte: Autora (2020).
As solugbes enzimaticas foram preparadas conforme as combinagdes representadas na

0,5% 0,2%

Tabela 1, porém com o dobro da concentracdo enzimatica descrita acima, em volume de 20 ml
de solugdo composta por 0,7 M manitol, 24,5 mM CacCl,, 0,92 mM NaH, PO, e 6,15 mM MES,
com pH 5,6. Em seguida, tais solugdes foram filtro esterelizadas e armazenadas em recipiente
estéril, e mantidas a 4°C.

Durante a digestao enzimatica da parede celular, o pH é um dos fatores que interfere na
viabilidade dos protoplastos obtidos, além de afetar a eficiéncia da solucdo enzimaética.
Portanto, é necessario que pH da solucao de digestédo forneca condi¢Bes adequadas a atividade
das enzimas, de modo a proporcionar o isolamento do maior nimero possivel de células sem
causar prejuizos a viabilidade dessas (TORRES et al., 1998, CASTRO, 2002, AUGUSTO,

2015). Sendo assim, neste trabalho tambem foram feitos testes, afim de avaliar qual valor de
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pH oferecia condi¢bes de melhor eficiéncia e viabilidade simultaneamente. Para isso, foram
feitos trés experimentos avaliando o pH da solucdo enzimética em valores de 5,6; 6,0 e 6,5,
simultaneamente.

Durante as etapas seguintes, na manipulacao dos protoplastos, a extremidade da pipeta
que entra em contato com as solugdes deve sempre ser checada; pois, caso esteja quebrada ou
lascada, ha risco de rompimento da membrana plasmatica dos mesmos. Para cada uma das
combinac0es citadas na Tabela 1, realizaram-se 3 experimentos com duas repeticdes cada.

Posteriormente, as placas contendo as solucdes foram vedadas com parafilm e
armazenadas por 16 horas em auséncia de luz a 27°C com agitacdo orbital de 50 rpm. Ap0s este
periodo, as placas de Petri foram observadas em microscépio invertido para verificacdo da

digestdo da parede celular e nivel de turgescéncia do protoplastos isolados.

3.2.2 PURIFICACAO DOS PROTOPLASTOS

A purificacdo dos protoplastos também foi conduzida seguindo protocolo descrito por
Mouré&o Filho (1995).

No processo de purificacdo dos protoplastos € necessario muito cuidado para néao
realizar movimentos bruscos durante a manipulacdo da placa contendo as solucgdes enzimaticas,
uma vez que sem a parede celular as células ficam desprovidas de protecdo mecanica. Em
ambiente estéril em camera de fluxo, as placas de Petri possuindo os protoplastos foram
vagarosamente agitadas utilizando uma superficie de apoio, e o contetdo de 2 placas (~ 1g de
material bioldgico) foi vertido em malha de nylon 45 um utilizando como suporte uma placa
de Petri de vidro grande autoclavada, para que o material sélido ndo digerido fosse separado da
solucdo enzimatica onde os protoplastos e meio de cultivo estavam inclusos (FIGURA 7A).

O filtrado foi transferido com auxilio de pipeta de Pasteur estéril para um tubo de vidro
autoclavavel de 15 ml e submetido a centrifugacdo em centrifuga contendo rotor basculante
com sistema de desaceleragdo desligado (marca Becton Dickinson, Clay Adams Brand Dynac
Il Centrifuge, modelo 420103), a 100g por 6 minutos (FIGURA 7B). O periodo de
centrifugacgéo é variavel de acordo com o volume utilizado; sendo, em média, um minuto por
mililitro com adicdo de dois minutos ao tempo de centrifugacao.

Em seguida, o sobrenadante foi descartado e, vagarosamente, 5 ml de meio CPW
(FREASON et al., 1973), contendo 25% (p/v) sacarose foi adicionado utilizando a parede
interna do tubo como apoio para escoamento do meio liquido. A solugédo foi homogeneizada

cuidadosamente para ressupensao do pellet, e logo em seguida acrescentou-se lentamente 2 ml
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de CPW 13% manitol para que ndo houvesse mistura entre as duas solu¢ées formando assim,
um gradiente de concentracdo e densidade (FIGURA 7C). O tubo foi fechado e, novamente,
submetido a centrifugacao a 100g por 9 minutos a 27°C.

Finalizada a centrifugacdo, foi observada a formacdo de uma banda interfasica
levemente esbranquicada, entre duas solugdes, onde estavam concentrados os protoplastos
(FIGURA 7D). Em ambiente estéril, a banda foi coletada com auxilio de pipeta de Pasteur e
transferida para outro tubo. Posteriormente, em torno de 3 a 4 ml de meio de cultura BH3 0,7M
foram misturados ao volume contendo a banda coletada, e o novo tubo foi levado pela tltima
vez a centrifuga na mesma configuracdo anterior por 6 minutos. O sobrenadante foi descartado
e o pellet obtido (FIGURA 7E) ressuspendido devagar, em 0,5 a 1 ml de meio BH3 0,7M, de
modo que a quantidade de precipitado formado fosse diluida numa proporcéo entre 1:10.

Figura 7: Etapas de purificagdo dos protoplastos isolados a partir de suspenséo embriogénica
de Coffea canephora

Legenda: A-Primeira etapa da purificacdo de protoplastos: filtracdo da solucdo enzimatica em malha de
nylon estéril 45um, contendo protoplastos isolados de Coffea canephora; B- Pellet de protoplastos e
residuos obtidos apos a primeira centrifugacéo do filtrado coletado em ‘A’; C- Pellet formado em ‘B*
ressuspendido, apos descarte do sobrenadante, em 5 ml de solucdo CPW 25% sacarose (levemente
branco), com posterior, adicdo de 2 ml de solucdo CPW 13% manitol (transltcido); D- Seta indicando
a banda interfasica formada apds centrifugacéo (100g por 9 minutos), contendo protoplastos purificados;
E- Pellet de protoplastos purificados, obtido a partir da coleta da banda interfasica mostrada em ‘D’ com
adicdo de 3 ml de meio de cultura BH3 0,7M. Apo6s descarte do sobrenadante formado, o material
bioldgico (pellet) esta pronto para ressuspensao em meio de cultivo apropriado e para o plaqueamento
das células na proporcéo de diluigéo de 1:10 (p :v).
Fonte: Autora (2020).
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3.2.3 ANALISE DE RENDIMENTO E DETERMINAC;AO DO PERCENTUAL DE
CELULAS VIAVEIS

Apds a ressuspensdo dos protoplastos isolados e purificados é necessario retirar uma
aliquota das amostras (neste caso, 0,1 ml) para verificacdo da concentracéo de células obtidas
ao final do processo (cél/ml), bem como o rendimento (R) de células obtidas por massa celular
inicial, que vai permitir avaliar a eficiéncia do tratamento testado. Simultaneamente, também
deve ser analisado a viabilidade celular que pode ser observada através da adicdo de corante
azul de Evans (0,1%) (1:1) aliquota da amostra/corante. A avaliacdo do resultado é simples:
células coradas indicam rompimento da membrana plasmatica celular, logo, a célula corada é
considerada inviavel; células sem formato definido também sdo consideradas inviaveis;
enguanto células viaveis (C.V.) ndo sdo coradas e apresentam formato esférico bem definido
(AUGUSTO, 2015). A determinacdo da concentracdo celular é feita apds a contagem das
células em cdmara de Neubauer através do preenchimento do espaco entre a camara de
contagem e a laminula utilizada para observacdo das células em microscopio. A metodologia
de contagem em cadmara de Neubauer é demonstrada na Figura 8.

Figura 8: Camara de Neubauer e malha interna visualizada em microscopio

Legenda: A-Representacdo da malha da cdmara de Neubauer; B- orientagdo para contagem de células
(quadrado azul ampliado).
Fonte: AUGUSTO (2015).

A concentragdo de células por mililitros de solucédo foi determinada através do

seguinte calculo:

total de protoplastos contados nos quadrados azuis x 10%x fator de diluicio

Cel/ml =

numero de quadrantes
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Determinacgédo do rendimento do isolamento celular:

_ numero de protoplastos isolados

massa inicial de material vegetal

Determinacdo do percentual de células viaveis:

namero de células viaveis
% C.V.= x100

numero total de células

3.2.4 PLAQUEAMENTO

O plagueamento das células foi realizado segundo protocolo de Mourao Filho (1995).

A gqualidade do processo de purificacdo foi observada através da anélise de 2 gotas do
material ressuspendido colocado no centro de uma placa de Petri 60 x 15 mm estéril ndo tratada.
Logo apos, as placas foram vedadas e levadas para observacdo em microscopio invertido, sendo
possivel verificar a eficiéncia do processo de purificacdo dos protoplastos devido a baixa
quantidade de residuos celulares. Em seguida, para cada placa contendo 2 gotas de material
ressuspendido, em ambiente estéril, foram adicionados 2 ml de meio de cultura BH3 0,7M, gota
a gota, pelas laterais do circulo formado pelas células na regido central da placa de Petri.

Além do meio BH3 0,7M, foram testados mais dois meios de cultivo para avaliar a
regeneracdo da parede celular dos protoplastos isolados. Neste caso, 0 meio de cultivo BH3
0,7M foi substituido por ¥2 MS (Murashige & Skoog, 1962) (metade da concentracdo de
nutrientes) 0,7M ou %2 MS 0,7M modificado pela adi¢do de solucéo sugar alchool utilizada em
meio BH3 cuja composi¢do é descrita no apéndice.

Em seguida, para garantir umidade dentro das placas, gotas dos respectivos meios
foram adicionadas de forma isolada na borda periférica da placa. As placas foram, entdo,

vedadas e armazenadas em pote plastico na B.O.D sob auséncia de luz, a 27°C.

3.3 REDUC}AO DA PRESSAO OSMOTICA DO MEIO E TESTES COM DIFERENTES
MEIOS DE CULTIVO PARA REGENERAQAO DA SUSPENSAO CELULAR

O processo de reducdo da pressdo osmotica foi baseado no protocolo descrito por
Latado et al. (1999) e iniciou sete dias apds o plagueamento das células. Foram adicionadas 2
gotas de meio de cultivo EME 0,146M (descrito no apéndice) a cada 7 dias durante 14 dias.
Posteriormente, houve nova adi¢do de meio EME, porém no volume de 4 gotas a cada 7 dias.
Apbs 50 dias de cultivo, a massa total de células foi transferida para erlenmeyers de 25 ml
juntamente com meio em que estavam sendo mantidas e o volume de meio de cultivo foi

completado para 10 ml utilizando trés meios liquidos diferentes. Foram testados os meios EME
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0,146M, meio liquido Yasuda contendo 3mgL~! e 50 gL~ de maltose ou sacarose e meio de
maturacdo C.canephora (DECHAMP et al., 2006), com adi¢do de 500 mgL~! de extrato de
malte na presenca de 30 gLt de maltose ou sacarose. As soluces foram mantidas sob agitagdo
de 80 rpm em auséncia de luz a temperatura de 27°C. A partir de ent&o, a renovagdo do meio

ocorreu a cada 30 dias.

3.4 ANALISE HISTOQUIMICA

As células em regeneracdo mantidas em suspensdo durante 1, 2 e 3 meses foram
coletadas em cadmara de fluxo laminar e fixadas em solucdo de FAA 70% (JOHANSEN, 1940)
por 24 horas. Em seguida, as amostras foram armazenadas em alcool 70% e a preparagdo das
amostras para o emblocamento foi iniciada. Primeiramente foi realizada a desidratagéo seriada,
seguida por pré-infiltracdo, infiltracdo, imersdo em historesina, montagem do bloco,
seccionamento em micrétomo e coloracdo da lamina. Para a desidratacdo seriada, as células
foram submetidas a imersdo em solucGes de concentracdes crescentes de alcool etilico (70%,
80%, 90% e 100%), permanecendo 60 minutos em cada etapa sendo que a ultima etapa foi
repetida por duas vezes. No decorrer do processo de pré-infiltracdo, a historesina (Leica®©) e
alcool etilico 100% foram utilizados na proporcao de 1:1 por 24h. Apos esse procedimento, as
amostras foram submetidas a infiltracdo, no qual utilizou-se a historesina e pé ativador. O
material biolégico permaneceu imerso por 24 horas em historesina combinada com ativador até
passarem para a etapa de emblocamento. Durante o emblocamento, foi adicionado 372ul de
historesina e ativador junto a 28ul da solucdo de Hardener (endurecedor) para cada amostra.
Afim de modelar os blocos, cépsulas de remédio transparentes tamanho 00 foram empregadas
como reservatdrio para insercao das amostras e da solucdo preparada, de modo que o material
a ser analisado permanecesse 0 mais proximo possivel da base da capsula. Para secagem dos
blocos, utilizou-se estufa com temperatura a 35°C por 48 horas. Os blocos formados foram
cortados em micrétomo manual (Easypath EP-31-20091), na espessura de 5 um e sobrepostos
em lamina de vidro contendo gotas de agua destilada. A lamina foi entdo, levada a chapa de
aquecimento para evaporacdo da agua e consequente fixagdo do corte sobre a superficie. Em
seguida, o material obtido foi corado pela solugcdo de azul de toluidina a 0,05% (O’BRIEN et
al.; 1965), sutilmente lavado com agua destilada e novamente aquecido para evaporacao da
agua de lavagem. Na etapa final, os cortes foram selados com Entellan® fixado com laminula
durante 30 minutos. As fotomicrografias foram obtidas a partir de camera digital acoplada em
microscopio optico (Zeiss, Axio Scope).
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3.5 ANALISE CITOQUIMICA POR METODO DE DUPLA COLORACAO PARA
IDENTIFICA(;AO DA VIABILIDADE DAS CELULAS POTENCIALMENTE
EMBRIOGENICAS

A técnica de dupla coloracdo empregando os corantes carmim-acético e azul de Evans
permite a identificagdo de massas pré-embriogénicas através da pigmentacdo com a cor
vermelha das células potencialmente viaveis ao desenvolvimento do potencial embriogénico
pelo corante carmim acético, enquanto células inviaveis sdo pigmentadas pelo corante azul de
Evans. A coloracdo azul das células inviaveis indica a presenca de rupturas na membrana
plasmética ocasionada pelo processo de morte celular. Neste processo, células vacuoladas
também séo coradas pelo corante azul de Evans, uma vez que a vacuolizag&o é o primeiro sinal
de morte celular (SILVA, 2009).

O procedimento de dupla coloracéo foi dividido em duas etapas: a primeira foi a adicao
de corante carmim acético (2%) nas amostras coletadas e a segunda foi coloragcdo com o corante
azul de Evans (0,1%).

Durante a realizacdo da primeira etapa, as células coletadas colocadas sobre a lamina de
vidro foram submersas em algumas gotas de carmim-acético (2%) por 1 minuto, as células
foram lavadas com &gua destilada e todo o liquido foi removido. As amostras coradas com
carmim-acético expostas ao contato com 2 a 3 gotas de corante azul de Evans (0,1%) por 30
segundos e submetidas a lavagem suave com agua destilada. Por Gltimo, foram adicionadas 2 a
3 gotas de glicerol afim de evitar o ressecamento do material que foi imobilizado com a
utilizacdo de laminula (REIS, 2010).

As células foram observadas em microscopio comum e as imagens registradas a partir

de camera digital acoplada em microscépio dptico (Zeiss, Axio Scope).

4 ANALISE ESTATISTICA

Foram avaliados alguns dos pardmetros necessarios para elaboracdo de um protocolo
eficiente de isolamento de protoplastos de suspenséo de calo embriogénico de C. canephora e
inicio do estudo de regeneracdo celular.

A alta eficiéncia no isolamento de protoplastos é o resultado da somatdria de condigoes
ideais como a composicao da solucdo enzimatica, periodo de exposic¢do a solucdo de digestdo
da parede celular, tempo de digestdo enzimatica, pH da solucdo, agitacdo, molaridade, meio de
cultura, entre outros (CARNEIRO et al., 1998; COSTA et al., 2002). Tais fatores s6 podem ser
definidos empiricamente, e tém capacidade de influenciar diretamente a viabilidade celular (que
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pode ser identificada neste caso, através da integridade da membrana plasmaética, turgidez e
vitalidade da célula isolada), e o rendimento total de células (nimero de células obtidas ao final
do processo em relacdo a massa inicial de suspensao de calo vegetal utilizada).

Neste trabalho optou-se por avaliar o efeito da composicao da solucéo enzimatica, pH e
meio de cultura. Ndo houve necessidade de variar a molaridade e tempo de digestdo enzimatica,
uma vez que ambos os fatores ofereceram condigOes para obtencdo de alto rendimento de
protoplastos isolados e viaveis. A avaliacdo de cada fator foi realizada através da variagédo de
apenas uma variavel por vez, enquanto as outras variaveis permaneceram fixas (TORRES et
al.;1998; AUGUSTO, 2015). Cada experimento foi realizado trés vezes com a finalidade de
garantir maior confiabilidade dos resultados obtidos. Durante a realizacdo das analises
estatisticas, foi observado que os dados coletados ndo apresentavam distribui¢cdo normal, nem
homogeneidade. Devido a esta razao, a analise foi realizada utilizando o teste ndo paramétrico

Kruskall-Wallis e distribuicdo de Wilcoxon admitindo intervalo de confianca de 95%.

5 RESULTADOS E DISCUSSAO:

Ao avaliar os testes das diferentes solucdes enzimaticas, foi observado que as duas
combinacBes enzimaticas 1 e 2 (TABELA 1), tiveram capacidade de digerir completamente a
parede celular, e grande parte dos protoplastos obtidos estavam integros (sem rompimento da
membrana plasmatica). Também pdde-se notar que algumas células estavam fundindo-se
espontaneamente e duas possiveis razdes sdo a ocorréncia natural desse evento durante a
digestdo enzimatica que havia terminado ha pouco tempo anteriormente ao registro da imagem
e a outra razdo, seria a presenca de cloreto de calcio diidratado que pode induzir a
desestabilizacdo da membrana plasmaética e, consequentemente, a fusdo dos protoplastos
(FIGURA 9) (AUGUSTO, 2015).
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Figura 9: Protoplastos isolados a partir de suspensdo embriogénica de Coffea canephora clone
14 ; seta indicando autofusdo dos protoplastos — microscopio invertido aumento
400x.

Fonte: Autora (2020)
As analises envolvendo a correlagdo da eficiéncia das diferentes concentragdes e

combinacg6es enzimaticas no isolamento de protoplastos de Coffea canephora, foram realizadas
por meio de trés experimentos representados na Tabela 2.

Tabela 2: Avaliacdo do percentual de viabilidade e rendimento de células isoladas em funcéo
da massa inicial de calo embriogénico de Coffea canephora em suspensdo, obtidos apds a
digestdo enzimatica da parede celular utilizando diferentes misturas de enzimas representadas
pela combinacdo 1 (1% celulase; 0,5% driselase; 0,5% pectinase) e combinacdo 2 (0,5%
celulase; 0,5% macerozima; 0,2% pectinase).

Combinacdo  Repeticdo** Massa inicial (g) % Células vidveis !  Rendimento (células/g de calo) 2
Médias dos calculos realizados ap6s 3 contagens de células
para cada repeticdo + erro padréo
1 A 1,5111+0,1526  88,37+2,21 a 45,36 x10° + 2,05 x10° A
1 B 1,8162+0,1526  91,49+2,21 a 49,43 X105 £2,05x 10° A
1 C 1,2439£0,0266 36,78+ 7,38 a 64,53 X105 +2,26 x 105 A
1 D 1,2063+0,0266  51,53+7,38 a 69,05 x 10° £2,26 x 10> A
1 E 0,9447 + 0,1567 43,88+ 0,59 a 14,36 x10° £ 0,69 x10° A
1 F 1,2582£0,1567  4505+0,59 a 12,98 x10° + 0,69 x10° A
2 A 1,1763+£0,0464 9158+ 4,67 a 18,73 x10% + 2,43 x10°> A
2 B 1,2016 £ 0,0464 94,42 £ 4,67 a 26,44 x10° + 2,43 x10°> A
2 C 1,2663+£0,0464  7922+4,67 a 19,64 x10° £ 2,43 x10° A
2 D 1,3245 £ 0,0247 15,13+£4,35 a 58,66 x10° + 23,96 x 10° A
2 E 1,2896 + 0,0247 23,83+4.35 a 106,57 x10° + 23,96 x 10> A
2 F 1,1384+£0,000  44,27+10,18a 8,52 x10°+ 17,62 x10° A

**Cada repeticéo representa a média obtida a partir de calculos realizados com a média aritmética dos nimeros de
células isolados coletados ap6s 3 contagens de células em camara de Neubauer para cada replicata.O erro padrao
foi calculado para cada experimento em que os dados foram coletados .

Fonte: Autora (2020).
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As letras ‘a’ e ‘A’ estdo representadas diferentemente por se tratarem de diferentes
andlises estatisticas, e representam equivaléncias estatisticas entre os tratamentos e parametros
analisados.

Ap0s andlise estatistica dos dados obtidos, € possivel concluir que o percentual de
células viaveis ndo difere significativamente entre as combinac¢des enzimaticas 1 e 2. Quanto a
variavel rendimento, os tratamentos testados também nédo apresentam desigualdades estatisticas
(indicado pela letra ‘a’), logo, através da execucao deste experimento ficou demonstrado que
as duas solugdes enzimaticas avaliadas sdo igualmente eficazes para digestdo da parede celular
de células de suspensdo celular de calos embriogénico de Coffea canephora.

O sucesso na digestdo completa da parede celular corrobora com os resultados obtidos
por Mourdo Filho (1995) durante o isolamento de protoplastos a partir de calos embriogénicos
de citros. Variacdes entre viabilidade e rendimento sdo comuns entre espécies, géneros e
genotipos diferentes, por isso ndo é esperado valores semelhantes entre esses parametros.
Também pode-se afirmar que apesar da concentracdo enzimatica final ser reduzida pela metade,
a proposta de SCHOPKE et al. (1987) para isolamento de protoplastos & partir de embrides
somaticos de C.canephora, utilizada neste trabalho para preparo da concentracdo da solucéo
estoque enzimatica foi eficiente na digestdo total da parede celular. Uma provavel razdo para
esse resultado é a discrepancia entre a rigidez dos tecidos nos quais os protoplastos foram
isolados, uma vez que as células isoladas aqui mostradas foram obtidas a partir de suspensdo
celular embriogénica de C.canephora invés de embrides somaticos.

E importante ressaltar que o o éxito na digestdo completa da parede celular e obtencéo
de células viaveis ao final do processo de purificacdo, ja consagra um resultado altamente
satisfatorio e prospero para formulacdo de um protocolo eficiente para isolamento de
protoplastos de suspensdo de células obtidas a partir de calo embriogénico de C.canephora.

O valor de pH mais adequado foi determinado mediante a avaliacdo de eficiéncia
enzimatica simultaneamente a analise de viabilidade de protoplastos obtidos em pH 5,6; 6,0 e
6,5.

Os resultados obtidos estdo apresentados a seguir nas Tabela 3.
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Tabela 3: Influéncia do pH da solucdo enzimatica no percentual de viabilidade e concentracéo
final média de protoplastos isolados a partir de calos embriogénicos de Coffea canephora em

suspensdo (continua).

Tratamento Repeticio?

Contagem

Células viaveis
contadas em
hemocitdmetro

% Células viaveis

Concentracao (células/ml)
X 10°

pH 5,6
pH 5,6
pH 5,6
pH 5,6
pH 5,6
pH 5,6
pH 5,6
pH 5,6
pH 5,6
pH 5,6
pH 5,6
pH 5,6
pH 6,0
pH 6,0
pH 6,0
pH 6,0
pH 6,0
pH 6,0
pH 6,0
pH 6,0
pH 6,0
pH 6,0
pH 6,0
pH 6,0
pH 6,0
pH 6,5
pH 6,5
pH 6,5
pH 6,5
pH 6,5
pH 6,5
pH 6,5
pH 6,5
pH 6,5
pH 6,5

Al
Al
Al
A2
A2
A2
A3
A3
A3
A4
A4
A4
B1
B1
B1
B2
B2
B2
B3
B3
B3
B3
B4
B4
B4
C1
C1
C1
C2
Cc2
C2
C2
C3
C3
C3

Valor de contagem/calculado * erro padréo

P R, wWw A WO, W DN R, ODN P B OODN P OODN P ODNDNPEPEP LODNDEREREP ODN P O DN P 0w

245+37a
148 +37a
125+ 37a
100+4a
95+4a
88+4a
27*4a
32+4a
17+4a
16+3a
10+3a
7+3a
6x2c
13+2c
8+x2¢c
6x1c
4x1c
4+1c
13+2c
5+2¢c
12+2c
4+2c
14+2c
6+2c
9+2¢c
12+3
4+3Db
3+3b
22+4b
6+4b
1044 b
7+4b
13+0b
13+0b
14+0b

85,66 + 35,83 A
83,15+ 35,83 A
69,83 +35,83 A
52,63 +3,48 A
47,03+ 3,48 A
55,35+ 3,48 A
2755+ 441 A
42,67 441 A
2267441 A
27,59 £ 3,76 A
1563+ 3,76 A
9,86 +3,76 A
26,09+1,48B
30,23+1,48B
30,77 +1,48B
20,69 +2,66 B
14,29 + 2,66 B
11,76 £ 2,66 B
1757+2,44B
943+244 B
1579+2,448B
2105+2,448B
1795+239B
9,68+239 B
13,43+2,39B
1290+2,90C
506+29C
353+2,90 C
14,77 +1,54C
8,33+154 C
8,77+154C
6,60+1,54C
23,08+4,26C
7,69+426 C
7,14+426 C

572+0,72a
3,56 +0,72a
358+0,72a
3,80+0,26a
4,04 +£0,26 a
3,18+0,26a
1,96 £0,50 a
1,50 £0,50 a
1,50+0,50 a
1,16 £0,75a
1,28+0,75a
142+0,75a
0,46 +£0,12 ¢
0,86 0,12 ¢
052+0,12¢c
0,58+0,37¢c
0,56 £0,37 ¢
0,68 +£0,37¢c
1,48+0,13 ¢
1,06 £0,13 ¢
152+0,13 ¢
0,38+0,13 ¢
156+0,95¢
1,24+0,95¢c
1,34+0,95¢
1,86 £0,08 b
1,58 +0,08 b
1,70 +0,08 b
2,98+0,31b
1,44+0,31b
2,28+£0,31b
2,12+0,31b
0,26+0,67b
0,26 £ 0,67 b
0,28 +0,67b
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1 Cada repeticdo consiste em uma replicata técnica. 2 A contagem representa 0 nimero de vezes que a
guantidade de células isoladas de cada aliquota coletada de uma repeticdo foi contada em hemocitémetro
(neste caso, para cada replicata, foram feitas 3 contagens,exceto amostra ‘A’ que foram feitas 4
contagens devido a discrepéncia dos valores obtidos). Os conjuntos de letras ‘(a, b, ¢), (A, B, C), (a, b,
C)’, representam analises estatisticas de diferentes pardmetros, e as diferengas estatisticas entre
resultados obtidos. A ordem alfabética das letras acompanha o decréscimo dos valores estatisticos. O
erro padrdo foi calculado para cada experimento em que os dados foram coletados. Observacéo:
repeticdo C4 teste pH 6,5 ndo formou pellet de células ao final do processo de purificacdo (concluséo).
Fonte: Autora (2020).

Através da andlise dos dados apresentados nas Tabelas 3 é possivel notar que o pH da
solucdo de digestdo enzimética exerce influéncia significativa na viabilidade dos protoplastos
isolados e na concentracao de células obtidas ao final do processo de isolamento celular. Entre
os tratamentos testados, nota-se que o pH 5,6 ofereceu as melhores condicGes para todos 0s
parametros analisados, viabilidade e concentracdo celular. Resultados parecidos foram
relatados por Uchimiya e Murishage (1974) ao analisarem a eficiéncia da solugdo enzimatica
composta por 1% celulase Onozuka e 0, 2% Macerozyma em faixa de pH variando entre 3.7 a
7.2 durante o isolamento de protoplastos de suspensdo celular de calos de Nicotiana tabacum.
Os autores constataram dois valores de pH com maximo isolamento celular, sendo eles 4.7 e
5.7, desta forma, ambos optaram pela padronizacdo do pH em 5.7, uma vez que este valor ja é
comumente utilizado para meios de cultivo de plantas. Recentemente, Yao et al. (2016) também
demonstraram durante experimentos com isolamento de protoplastos de suspenséo celular de
cereja doce (Prunus avium L.), que a solucdo enzimatica composta por 1% celulase R-10 e
0,5% Pectolyase Y-23 submetida a ajustes de pH variando entre 5.2 e 6.2, apresentou melhor
rendimento e viabilidade dos protoplastos isolados, quando o valor do pH da solugéo foi de 5.8
enquanto o pH 5,6 aparece logo em seguida.

Ainda observando a Tabela 3, pode-se concluir que para suspensdo celular de calo
embriogénico de C. canephora o pH 6,5 foi mais favoravel a acdo enzimatica em relacdo ao pH
6,0, fato evidenciado ao observarmos o valor absoluto de células vidveis contadas em
hemocitdmetro e a concentragdo celular; no entanto, este tratamento apresentou menor
percentual de células viaveis quando comparado aos demais. Sendo assim, fica estabelecido
que, entre os tratamentos avaliados, o pH 5,6 € 0 que oferece as condigdes mais adequadas para
a obtencdo de protoplastos viadveis e proporciona melhor atividade da combinacdo enzimatica
testada.

Em relagdo ao meios ¥2 MS 0,7M e %2 MS com adicédo de solugéo sugar alchool 0,7M,

ndo foi possivel observar proliferagdo celular ap6s o décimo quinto dia de cultivo, sendo assim,
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optou-se pela adi¢do de meio BH3 0,7M a cultura para que as células em cultivo ndo perdessem
a viabilidade.

O processo de regeneracdo de protoplastos segue um determinado padrdo de
caracteristicas que podem ser observadas microscopicamente e posteriormente a olho nu, as
fases de regeneracdo observadas até 0 momento estdo ilustradas na Figura 10.

Figura 10: Regeneracdo dos protoplastos isolados a partir de suspenséao de calos embriogénicos

de Coffea canephog clonel4

Legenda: A- Protoplastos em cdmara de Neubauer isolados a partir de suspensdo celular embriogénica
de C.canephora clone 14; B- Células em processo de diviséo celular; Colénia celular; D- Aglomerados
celulares e células em diviséo celular. As imagens de ‘A’ a ‘D’ foram registradas em microscopio
invertido com aumento de 200x apds 38 dias de cultivo em meio BH3 0,7M e adi¢do de 2 gotas de meio
de cultivo EME 0,146M a cada 7 dias durante 14 dias e posterior aumento de volume do volume
adicionado para 4 gotas a cada 7 dias. As placas de Petri nas quais as células eram mantidas, foram
armazenadas em B.O.D no escuro. E- Microcalos formados 38 dias de inoculagdo em meio EME
0,146M mantidas em agitacdo de 80 rpm e auséncia de luz provenientes do cultivo 52 dias de cultivo
dos protoplastos isolados sob as mesmas condig¢des descritas das células mostradas de ‘A’ a ‘D’; F-
Células mostradas em ‘E’ ap6s 3 meses de cultivo em suspensdo com renovacéo de meio de cultura a
cada 30 dias. Todas as culturas foram mantidas a temperatura de 27°C .
Fonte: Da autora (2020).

Através da Figura 10 é possivel constatar que tanto os protoplastos isolados a partir de
suspensdo embriogénica de C.canephora podem fundir-se espontaneamente (fato
possivelmente relacionado a auséncia da parede celular), como também, permaneceram viaveis
e estdo seguindo padréo de regeneracao de protoplastos comumente observado (diviséo celular,
formacéo de coldnias, aglomerados celulares e posteriormente, a formagdo de microcalos). No
entanto, a regeneracdo dos embriGes & partir das células obtidas dependera exclusivamente de

dois fatores: a competéncia celular para formacdo de embrido (principalmente) e estimulos
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adequados especificos para regeneracdo das células embriogénicas de C.canephora tais como
meio de cultura e exposigéo a luz.

Mediante a possibilidade da perda de potencial embriogénico das células avaliadas
devido ao longo periodo de cultivo antecedente ao isolamento dos protoplastos, foram
realizadas anélises histoldgicas para verificacdo dos aspectos fisicos da massa celular formada
com a finalidade de averiguar se os microcalos formados ainda mantiveram caracteristicas pro

embriogénicas. Os resultados obtidos estdo ilustrados na Figura 11.

Figura 11: Analise histologica das celulas de Coffea canephora clone 14com diferentes

meios de cultura e periodos de cultivo
TV N 7Y

Legenda: 1- Microcalo obtido a partir de protoplastos isolados de suspensdo embriogénica de
C.canephora apdés 20 dias de cultivo em suspensdo meio EME 0,146M (aumento 500x); 2- Microcalo
obtido a partir de protoplastos isolados de suspensdo embriogénica de C.canephora ap6s 30 dias de
cultivo em suspensdo meio EME 0,146M (aumento 400x); 3- Microcalos cultivados durante 45 dias em
meio de maturagdo com adicdo de 30 g. L™! ; de maltose e 500 mgL~! de extrato de malte- aumento
400x; 4- Microcalos cultivados durante 45 dias em meio de maturacdo com adicdo de 30 g. L™1 de
sacarose e 500 mgL~! de extrato de malte- aumento 200x; 5- Microcalos cultivados durante 45 dias em
meio de maturacdo com adicdo de 50 g. L™ de maltose e 500 mgL~! de extrato de malte- aumento 200x;
6- Microcalos cultivados durante 45 dias em meio Yasuda (1985) com adicdo de 50 g. L™! de maltose;
7- Microcalos cultivados durante 45 dias em meio Yasuda (1985) com adicdo de 50 g. L™! de sacarose-
aumento 200x; 8- Microcalos cultivados durante 45 dias em meio EME 0,146M sacarose -aumento
200x; 9- Microcalos cultivados durante 70 dias em meio EME 0,146M- aumento 400x; 10- Microcalos
cultivados durante 70 dias em meio Yasuda (1985) — aumento 200x. Todas as suspensdes foram
armazenadas em auséncia de luz e mantidas a 27°C sob agitagdo de 80 rpm.
Fonte: Autora (2020).

Analisando a Figura 11, é possivel concluir que as amostras submetidas a analise
histoldgica ainda mantiveram aspectos fisicos além do padrdo de divisdo celular de células
embriogénicas (citoplasma denso, ndcleo proeminente), apesar de haver células grandes
vacuoladas (cor branca), mostradas na amostra 8. Também é notavel a formacdo de zonas
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meristematicas (IMAGEM 7), indicando que as células cultivadas podem estar iniciando
processo de regeneragdo de embriéo.

Outro método que auxilia a deteccdo de caracteristicas celulares pré-embriogénicas é a
técnica de dupla coloracdo, que viabiliza a identificacdo de células potencialmente viaveis a
diferenciacdo embriogénica por meio da pigmentacdo destas com a cor vermelha (REIS,2010).
A andlise de viabilidade pode ser observada na Figura 12.

Figura 12: Avaliacdo citoguimica realizada através da técnica de dupla-coloracao

Legenda: A- Microcalo de C.canephora em regenerado & partir de protoplastos, cultivado durante 70
dias em meio EME 0,146M sob agitacdo de 80 rpm em auséncia de luz a 27°C ; apds reducao da pressao
osmotica (aumento 500x); B- Microcalo de C.canephora em regenerado & partir de protoplastos,
cultivado durante 70 dias em meio Yasuda (1985) sob agitacdo de 80 rpm em auséncia de luz a 27°C
apos reducdo da pressdo osmotica (aumento 500x); C- Microcalos C.canephora regenerado & partir de
protoplastos, cultivado por 45 dias em meio de maturacdo com adicdo de 50 g. L™ de maltose e 500
mgL~! de extrato de malte sob agitacdo de 80 rpm em auséncia de luz a 27°C , apds reducdo da presséo
osmotica (aumento 500Xx).
Fonte: Autora (2020).

Pela observacdo da Figura 12, constata-se que independente do meio de cultivo as
células cultivadas permaneceram potencialmente embriogénicas, logo o material cultivado

podera futuramente, deferenciar-se em embriées somaticos.

6 CONCLUSAO

o As duas solucbes enzimaticas sdo equivalentemente eficientes em relagdo a
rendimento e viabilidade dos protoplastos isolados de suspensdo embriogénica de Coffea
canephora.

o Em pH 5,6 a solucéo enzimatica oferece melhores condic¢Ges para rendimento e

viabilidade celular simultaneamente.
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o Os aglomerados celulares aumentaram sua capacidade de diviséo celular e
mantiveram caracteristicas e pré-embriogénicas podendo estar iniciando processo de
diferenciacéo celular em embriéo.

o A regeneracdo dos protoplastos isolados até a fase da suspensdo celular

embriogénica configura um sucesso do protocolo estabelecido.

7 PERSPECTIVAS FUTURAS

o O processo de regeneragdo das massas celulares de C.canephora obtidas deve
permanecer em monitoramento.

o Para regeneracédo de plantas em caso de éxito na formacéo de embribes, podem
ser empregados protocolos de regeneracdo de suspensdo celular embriogénica disponiveis na
literatura.

o Em caso de sucesso na regeneracao de plantas serd necessario a realizacdo de
andlise de fidelidade genética em decorréncia de possivel variacdo somaclonal,além disso, este
protocolo tornar-se-a uma alternativa vidvel para transformacdo de plantas empregando
tecnologia CRISPR-Cas?.
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Composicédo dos meios de cultura utilizados para cultivo dos protoplastos e cultivo das

fontes de materiais bioldgicos as quais os protoplastos foram obtidos:

BH3
MACRONUTRIENTES ESTOQUE (100x) g.L1
MgSO0, 37
KH,PO,(monobasico) 15
K,HPO, (dibasico) 2
KI 150
MULTIVITAMINAS A (100X) 9.100 m1~!
Pantotenato de célcio 0,05
Acido ascorbico 0,1
Cloreto de colina 0,05
Acido p-aminobenzoico 0,001
Acido félico 0,02
Riboflavina 0,01
Biotina 0,001
Adicionar reagentes 1 a 1 e diluir no aquecimento
MULTIVITAMINAS B (100X) g.100ml1-1
Retinol (vitamina A) * 0,001
Colecalciferol (vitamina D3) * 0,001
Vitamina B12 0,002
*Insoluvel em agua, soltvel em etanol. Reagentes fotossensiveis
ESTOQUE DE KI (100X) 0.100ml1~1
KI 0,075
ESTOQUE ACIDOS ORGANICOS (50X) 0.100ml !
Piruvato de sodio 0,1
Acido citrico 0,2
Acido malico 0,2
Acido fumarico 0,2
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ESTOQUE SUGAR+ SUGAR ALCOHOL (100X) g.100ml~?!
Frutose 2,5
Ribose 2,5
Xylose 2,5
Manose 2,5

Rhamnose 2,5
Celobiose 2,5
Galactose 2,5
Manitol 2,5
BH3 0,6M Lt
Macro BH3 (100x) 10 ml
Micro MT (100X) 10 mi
Vitamina MT (100X) 10 ml
Calcio MT (50X) 20 ml
Ferro MT (200X) 5ml
BH3 Multivitamina A (50X) 4 ml
BH3 Multivitamina B 1ml
Kl -BH3 iml
Sugar alcohol BH3 10 ml
Acido organico BH3 20 ml
Agua de coco 20 ml
Extrato de malte 19
Sacarose* 51,359
manitol 81,999
glutamina 319
Caseina hidrolisada 0,25¢g

Ajustar pH para 5,7 com KOH. *Para 0,7M BH3 aumentar a sacarose para 85,56 g.L1
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MEIO DE CULTURA MT (MURASHIGE e TUCKER, 1962)

MACRONUTRIENTES MT (50X) g. L1
NH,NO; 82,5
KNO, 95
MgSO0,.7H,0 18,5
KH,PO,(monobaésico) 7,5
K,HPO,(dibasico) 1
MICRONUTRIENTES (100X) g. L1
H;BO; 0,62
MnSO,.H,0 1,68
ZnS0,.7H,0 0,86
Kl 0,083
Na,Mo0,.2H,0 0,025
CuS0,.5H,0 0,0025
CoCl,.6H,0 0,0025
MT ESTOQUE FERRO (200X) g. L1
Na,EDTA 7,45
FeSO,.7H,0 5,57
ESTOQUE CALCIO MT (66X) g. L1
CaCl,. 2H,0 29,33
ESTOQUE VITAMINA MT (100X) g. L1
Mio-inositol 10
Tiamina-HCI 1
Piridoxina 1
Acido nicotinico 0,5

Glicina 0,2
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MEIO EME (Regular EME, 0146M)

L—l
Macro MT (50X) 20 ml
Micro MT (100X) 10 ml
Vitamina MT (100X) 10 ml
Calcio MT (50X) 20 ml
Ferro MT (100X) 10 ml
Sacarose * 50 ¢
Extrato de malte 059
Agar 8 g (p/ meio sélido)

Ajustar pH utilizando KOH e em seguida filtroesterelizar o meio

*Para 0 meio EME 0,6M usa-se 205,38 g. L™1 de sacarose.

Na preparacdo do meio EME 0,7M deve ser utilizado 231,61 g.L~! de sacarose. A
molaridade de um meio de cultura é dada pela soma da molaridade da sacarose(~0,15M) e
manitol (~0,45M) presentes no meio. Utilizar sacarose altamente purificada para cultura de

protoplasto.

SAIS CPW (FREASON et al., 1973)

Estoque 1 Massa para 100 ml de solucéo
KH,PO, 0,2720 g
KNO; 1,09
MgSO05 259
KI 0,0016 g
CuS0, 0,000025 g
Estoque 2
CacCl, 159

Adicionar 1 ml de cada solucdo estoque e 13 % (p/v) manitol ou 25% (p/v) sacarose alto grau de pureza.
Ajustar pH para 5,8 com KOH.
Filtroesterelizar as solugdes. Armazenar solugdes prontas na geladeira e 0s estoques no congelador.



Meio de cultivo: Yasuda (usado para obter o calo embr. do café suspensdo sem agar, meio
sélido para indugdo de embrido 8g. L™1)

Macroelementos Concentracdo final(mg. L™1) Solucéo estoque (g. L™1)
NH,NO; 412 41.2
KNO; 475 47.5
MgS0,.7H,0 92 9.2
KH,PO, 85 8.5
CaCl,.2H,0 110 11
Microelementos (mg.L™1)
H3;BO; 3.1 155
CuS0,.5H,0 0.005 0,25
MnSO0,. H,0 6.8 340
Na,Mo,.2H,0 0.125 6,25
ZnS0,.7H,0 4.3 215
Vitaminas Gamborg (mg.L™1)
Tiamina-HCI 10 1000
Acido nicotinico 1.0 100
Piridoxina-HCI 1.0 100
Mio-Inositol 100 10000
FeEDTA 10 ml. L1
FeS0,.7H,0 27.8
Na,EDTA. 2H,0 37.3
Regulador de crescimento
BAP (1mg/ml) 3 400mg. L1
Sacarose 5049
pH 5,6
Meio de maturacdo do embrido de café:
Solugéo estoque Quantidade utilizada na preparagéo de 1L
Macro MS 50 mi
microMS 1ml
FEEDTA MS 10 ml
CaCl, (mesmo do MS) iml
Tiamina 1,2ml (estoque de 1,84g. L™1)
Mio-inositol 100mg (reagente solido,ndo tem estoque)
BAP 0,75ml
Sacarose 30g
Agar (na placa) 59
Phytagel (no pote) 2,59

pH 5,6
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