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RESUMO

Com o advento da tecnologia CRISPR, a busca por novas técnicas eficientes de cultura de
tecidos no cafeeiro tem se intensificado cada vez mais, visando principalmente o
aperfeicoamento de parametros relacionados as técnicas utilizadas atualmente, como a baixa
eficiéncia dos eventos de edicdo e extenso periodo de tempo para a obtencdo de plantas
geneticamente editadas. Considerando que o Brasil ocupa a lideranca na producdo de café,
sendo C. Canephora a segunda espécie mais cultivada, este trabalho teve como objetivo a
determinacéo de protocolos eficientes de obtencdo de embrides somaticos de C. canephora,
utilizando embriogénese somaética direta (ESD) e suspensdo celular embriogénica de
protoplastos, almejando aplicacdes em futuros trabalhos com edicdes genéticas via tecnologia
CRISPR/Cas9. Para tal, foram realizados diferentes experimentos de indugdo ESD em C.
canephora, inicialmente foram realizados testes para a verificacdo da influéncia de diferentes
protocolos de ESD (para os clones 2 e 14), sendo também avaliado a influéncia das diferentes
regides das folhas ao serem inoculadas em meio para ESD (para clone 2), e posteriormente
verificou-se a influéncia de diferentes clones no processo da ESD (para os clones 2, 14 e 22).
Concomitantemente, buscou-se neste trabalho a inducdo de embrides somaticos de suspensdo
celular embriogénica de protoplastos (ECS) de C. canephora (Clone 14), para isso, utilizou-se
meio de cultura Yasuda, enriquecido com carvao e variando agentes antioxidantes,
carboidratos e concentracBes de acido abscisico (ABA). Os experimentos foram conduzidos
em delineamento inteiramente casualizado e para as analises dos experimentos de ESD
utilizou-se o teste de Tukey a 95% de confianca, ja para 0s experimentos de inducdo de
embribes em ECS, utilizou-se andlise de regressao linear. No experimento de ESD foram
avaliadas médias de frequéncia de regeneracdo e nimero médio de embrides por explante.
Para o experimento de inducdo de embriGes em suspensdo celular embriogénica de
protoplasto, foi avaliado o nimero médio de embriGes obtidos em cada tratamento. Os
resultados alcancados neste estudo, demonstraram que o clone 2 foi mais responsivo na
embriogénese somatica quando comparado aos clones 14 e 22, tanto em maiores frequéncias
de regeneracdo de explantes, quanto em numeros de embrides por cada explante regenerado,
indicando assim que a ESD é uma técnica altamente dependente do genétipo. Para o
experimento da influéncia de diferentes regiGes da folha na resposta embriogénica, nao foi
verificado diferencas entre as médias obtidas, assim como para diferentes protocolos
utilizados. Tratando-se da indu¢do de formacdo de embriGes somaticos de ECS, foi observado
a producdo de embrides somente no meio de cultura enriquecido com 30 gL sacarose e
acrescido de ABA, ndo havendo diferenca significativas entre diferentes concentracdes de do
regulador de crescimento na formacao de embrides. Desta forma, conclui-se com este trabalho
que é possivel utilizar a ESD como forma de regeneracdo de embrides geneticamente
editados, bem como a aplicagdo de protoplastos na edi¢do do cafeeiro, embora ainda sejam
necessarios estudos mais aprofundados em relagdo ao aumento da frequéncia de regeneracgéo e
seu posterior amadurecimento.

Palavras-chaves: Protoplastos; Embriogénese somatica; Café; Cultivo in-vitro.



ABSTRACT

With the advent of CRISPR technology, the search for new efficient techniques for tissue
culture in coffee intensified, mainly aiming at the improvement of parameters related to the
techniques currently used, such as the low efficiency of editing events and the long period of
time to obtaining genetically modified plants. Considering that Brazil is the leader in coffee
production, with C. Canephora being the second most cultivated species, this work aimed to
determine efficient protocols for obtaining somatic embryos of C. canephora, using direct
somatic embryogenesis (ESD) and embryogenic cell suspension protoplast (ECS), aiming
applications in future work with gene editing via CRISPR/Cas9 technology. For this, different
ESD induction experiments were carried out in C. canephora, and tests were also carried out
to select the influence of different ESD protocols (for clones 2 and 14 they evaluated the
influence of different regions of the leaves) inoculated in medium for ESD clone 2), and
several different clones (for clone 2, 14) in the process (for clones 22, 11). Concomitantly,
was sought in this work, the induction of somatic embryos from embryogenic cell suspension
protoplasts of C. canephora (Clone 14), for this, Yasuda culture medium was used, enriched
with of charcoal, varying antioxidant agents, carbohydrates and abscisic acid (ABA)
concentrations. The experiments were carried out in a completely randomized design and for
the analysis of the ESD experiments, the Tukey test was used at 95% confidence, and for the
experiments of induction of embryos in embryogenic cell suspension of protoplasts,
regression analysis was used linear. In the ESD experiment, means of regeneration frequency
and mean number of embryos per explant were evaluated. For the embryo induction
experiment in protoplast callus, the average number of embryos obtained in each treatment
was evaluated. The results achieved in this study showed that clone 2 was more responsive in
somatic embryogenesis when compared to clones 14 and 22, both in higher explant
regeneration frequencies and in number of embryos per regenerated explant, thus indicating
that ESD is a highly genotype-dependent technique. For the experiment on the influence of
different regions of the leaf on the embryogenic response, no differences were found between
the means obtained, as well as for different protocols used. Concerning the induction of
formation of ECS somatic embryos, the production of embryos was observed only in the
culture medium enriched with 30 gL sucrose and added of ABA, with no significant
difference between different concentrations of the growth regulator in the formation of
embryos. In this way, it is concluded with this work that it is possible to use ESD as a way of
regenerating genetically edited embryos, as well as the application of protoplasts in the coffee
edition, although further studies are still needed in relation to the increase in the frequency of
regeneration and its further maturation.

Keywords: Protoplasts; Somatic embryogenesis; Coffee; In-vitro cultivation.
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1 INTRODUCAO GERAL

Apreciado mundialmente, o café é uma das commodities mais consumidas e
comercializadas na sociedade (DURAN et al, 2017). Neste cenério, o Brasil ocupa a
lideranca na producdo e exportacdo do gréo, representando cerca de 42% de toda a
producdo mundial na safra de 2020/2021, sendo que deste volume, 38% € atribuido para
a espécie Coffea canephora (DAVIS et al., 2011; VOLSI et al., 2019; CONAB, 2022).

C. canephora é a segunda espécie do género Coffea mais cultivada em todo
mundo, sua producdo tem sido destinada principalmente a inddstria de cafés soluveis e
blends, dado a maior disponibilidade de cafeina encontrada no grdo e sabor amargo
caracteristico, quando comparada a espécie Coffea arabica (RONCHI, 2009).
Agronomicamente, C. canephora € descrita pela alta rusticidade, resisténcia a pragas e
doencas, tolerancia a altas temperaturas e déficit hidrico, além de ser menos afetada pela
bienalidade (FERRAO et al., 2020). Tais caracteristicas, somadas a alta variabilidade
genética da espécie, justificam o0 seu expressivo emprego em programas de
melhoramento genético do cafeeiro (ETIENNE, 2005).

Com os adventos das técnicas biotecnoldgicas no cenario atual, diversos grupos
de pesquisa tém focado em trabalhos relacionados ao melhoramento genético do
cafeeiro, buscando aprimoramentos principalmente na resisténcia a pragas e doengas,
tolerancia a herbicidas, secas e geadas, bem como na qualidade da bebida (RIBAS et al.,
2003; AQUINO, 2014; ALBUQUERQUE et al., 2015; MOHANAN et al., 2014,
MORAIS e MELO, 2011). Com o surgimento da tecnologia CRISPR/Cas9
(CHARPENTIER e DOUDNA, 2013), estratégias potentes vém sendo tracadas para a
obtengdo de clones de elite no género Coffea (BREITLER et al., 2018; CASARIN,
2020).

Dentre os primeiros métodos utilizados em estudos de transformag&o genética do
cafeeiro, esta a eletroporacdo de protoplastos (BARTON et al., 1991), no entanto, ndo
houve sucesso na regeneracdo das plantas. Atualmente o principal método utilizado para
a obtencdo de plantas geneticamente transformadas no género Coffea tem sido a
infeccdo de calos embriogénicos, obtidos através da técnica de embriogénese somatica
indireta (ESI), entretanto, o processo é limitado, a devido a dificuldade de obtencéo e
manutencdo de celulas embriogéncias da especie e ao extenso tempo para regeneracdo
da planta (cerca de nove meses), (RIBAS et al., 2011., CASARIN, 2020).

Na busca pela otimizagdo dos protocolos utilizados hoje na transformacéo
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genética do cafeeiro, diferentes abordagens tem sido estudadas, principalmente na
cultura de tecidos vegetais, dentre as quais destaca-se a embriogénese somatica direta
(ESD), técnica utilizada na producdo de clones uniformes e isentos de pragas em alta
escala no cafeeiro, além disso, a ESD € uma alternativa para reducdo de tempo na
transformacdo genética do cafeeiro, visto que, a formacdo do embrido ocorre
diretamente do material inoculado, sem passar por fases intermediarias de calos,
contribuindo para a regeneracdo de embriGes transformados em menor periodo de
tempo, o que leva diminuicdo de custos e mao de obra técnica (RIBAS et al., 2011,
GHANTI et al., 2010; PAIVA NETO, 2003). Autores tém demonstrado éxito na
obtengdo de embriGes somaticos transformados ao induzir ESD em hipocétilos de C.
canephora, constatando regeneracdo de embriGes globulares transformados apds 6
semanas da inoculacdo do material (SRIDEV et al., 2010; AVINASH et al., 2018).

O isolamento de protoplastos, técnica j& dominada ha mais de trinta anos tem
sido utilizada para diversas manipulacdes experimentais (PIETRZAK et al.,1986,
WOO, 2009), surge hoje também, como um método de grande potencial para a edigdo
genética do cafeeiro (FREITAS et al.,, 2019). Embora haja grande dificuldade na
regeneracdo destas células em plantas completas, com o surgimento de CRISPR/Cas9,
pesquisadores tem dado foco ao método que permite a entrega direta do sistema a
celula, através da introducdo da proteina Cas9 associada ao RNA guia (sgRNA) no
citoplasma celular, ndo deixando vestigios de DNA exdgeno no genoma hospedeiro, 0
que facilita a liberacdo comercial da planta geneticamente transformada, quando
comparado a sistemas de entrega do plasmideo por metodologias convencionais de
transformacao genética (LUO et al., 2015).

Técnicas de engenharia genética precisas aliadas a protocolos eficientes de
inducdo de embrides e regeneracdo de plantas in vitro tem possibilitado grandes avangos
na edicdo genética do cafeeiro. Considerando que o sucesso no cultivo in vitro de C.
canephora é dependente das composicdes do meio de cultura, bem como o genotipo
utilizado, torna-se extremamente necessario a busca pela aprimoragdo de técnicas e
protocolos utilizados atualmente (SALAUN et al., 2021; BARRETO et al., 2012;
FREITAS et al., 2019). Neste contexto, esta pesquisa tem como objetivo a otimizagéo
de protocolos referentes a embriogénese somatica direta e regeneracdo de células de
suspensdo de protoplastos, visando aplicagdes em futuros trabalhos com transformacéo

genética e edicdo gendmica do cafeeiro.
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2 REFERENCIAL TEORICO
2.1 Coffea Canephora

Originario da Etiopia (Africa), o género Coffea pertencente a familia Rubiaceae,
abrange plantas dicotiledéneas, com folhas perenifélias, flores hermafroditas, caule
lenhoso e porte arbustivo ou até arboreo (LIVRAMENTO, 2010). Dentre as inumeras
espécies, apenas duas dominam a producdo mundial, sendo Coffea arabica 65% e C.
canephora 35%, sendo exploradas também no Brasil, como demonstrado na Figura 1
(DAVIS et al., 2011; FERRAO et al., 2019, CONAB, 2022).

Figura 1 - Producéo de café no Brasil nos ultimos 14 anos.
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Fonte: CONAB, 2022.

A espécie C. canephora é caracterizada por apresentar diploidia (n=11) e
polinizacdo alégama superior a 95%, agronomicamente tem porte arbustivo multicau-
linar, sendo também descrita pela alta rusticidade contra pragas, doencas e déficit
hidrico, além de ser menos afetada pela producéo bienal. Outra caracteristica marcante
da espécie, C. canephora possui altos teores de cafeina nos grdos, que juntamente com
seu sabor amargo, faz com que a maior parte da sua producdo seja destinada a
composicdo de cafés sollveis e blends juntamente com a espécie C. arabica (RONCHI,
2009).

Para o cultivo, a espécie é adaptada a condi¢des climaticas de regides de baixas
altitudes e de clima quente, sendo que no Brasil, o cultivo de C. canephora esta
concentrado principalmente em locais com altitudes inferiores a 500 m, e temperaturas
médias anuais de 22 a 26 °C, cerca de 87% da produc¢éo nacional concentra-se no estado
do Espirito Santo, na regido sudeste, e também no norte do pais em Rondonia (Figura 2)
(MARTINS et al., 2006).



13

Figura 2 - Cultivo de Coffea Canephora na regido amazonica

Legenda: A: Cultura de C. canephora; B: Floragdo em C. canephora; C: Producéao de frutos de
café em C. canephora.
Fonte: EMBRAPA, 2022.

Dentre as 30 cultivares de C. canephora registradas no Ministério da
Agricultura, Pecuaria e Abastecimento - MAPA (BRASIL, 2020), clone 2 é descrito na
literatura como um genoétipo de alta produtividade, ja clone 14 é descrito por possuir
maior tolerancia a seca devido a alta expressdo de genes relacionados a respostas de
tolerancia ao déficit hidrico, para clone 22 sdo atribuidas caracteristicas relacionadas a
maior susceptibilidade a seca (FAZUOLI, 2015; REICHEL, 2016; TORRES et al.,
2019).

Considerando a expansdo da espécie C. canephora no mercado, devido a alta
variabilidade genética e maior rusticidade contra pragas, doencas e déficit hidrico,
inimeros grupos de pesquisa tem estado a frente dos estudos relacionados ao
melhoramento genético do cafeeiro, especialmente para a obtencdo de cultivares com
caracteristicas superiores (FERRAO et al., 2020; BERTRAND et al., 2003;
BRAGANCA et al., 2001). Além do melhoramento genético, a utilizacdo de
ferramentas biotecnoldgicas para a transformacdo genética pode oferece inUmeras
vantagens na obtencdo de clones de elite na espécie (MORAIS e MELO, 2011).

2.2 Transformagdo Genética em Coffea

Uma das principais vantagens da transformacdo genética é a quebra da limitacdo

imposta pela incompatibilidade genética entre diferentes espécies, permitindo a
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expressdao de caracteristicas que dificilmente seriam reunidas em uma cultivar obtida
por cruzamentos (CARVALHO et al., 2011; RIVERA et al., 2012; MEDINA-FILHO et
al. 1977). Com o avanco da biotecnologia, técnicas de transformacéo genética tém sido
amplamente empregues em estudos relacionados a obtencdo de gendtipos com
caracteristicas elite no género Coffea (MORAIS e MELO, 2011).

O processo de transformacdo genética é composto por diferentes etapas, sendo
que inicialmente ocorre o isolamento e introducdo do DNA ex6geno na célula (Etapa 1),
posteriormente € necessario a selecdo e desenvolvimento das células que foram
transformadas (Etapa 2), e a Gltima fase do processo (Etapa 3), esta relacionada ao
sistema de regeneracéo eficiente destas células (DUSI, 1999).

A infeccdo via Agrobacterium tumefaciens é o método biolégico mais
comumente utilizado em transformacgdes genéticas, 0 mecanismo baseia-se no sistema
natural da bactéria em infectar células vegetais (PACURAR et al.,, 2011). A.
tumefaciens possui a capacidade de reconhecer células injuriadas e inserir no genoma
vegetal o T-DNA, regido localizada no plasmideo Tl (tumor inducing). Esta regido
contém genes responsaveis pela producdo de hormonios (auxinas e citocininas) e pela
producdo de opinas, compostos usados como fonte de carbono e nitrogénio pela bactéria
(WILLMITZER et al., 1980; ZANETTINI e PASQUALI, 2004). A adaptacdo da
maquinaria da A. tumefaciens tornou-se fundamental na transformacdo genética de
plantas, possibilitando que, através de colénias A. tumefaciens desarmadas seja possivel
inserir genes de interesse no T-DNA, que serdo direcionados ao genoma vegetal, através
dos genes vir (ZANETTINI e PASQUALLI, 2004).

No cafeeiro, pesquisas envolvendo transformacdo genética tem buscado
principalmente melhorias na resisténcia a pragas e doencas, tolerancia a secas e geadas,
bem como na qualidade da bebida (RIBAS et al 2003; AQUINO, 2014;
ALBUQUERQUE et al., 2015; MOHANAN et al., 2014). Para isto, 0s principais
tecidos utilizados para transformacdo genética sdo calos embriogénicos obtidos por
embriogénese somatica direta, processo que leva 6 a 8 meses (RIBAS et al., 2011).
Entretanto, Sridev et al (2010), obtiveram eficicia de 2-5% na obtencdo de embrides
somaticos transformados via A. tumefaciens, através da inducdo da técnica de
embriogénese somatica direta, a partir de hipocétilos de C. canephora. Apds 6 semanas
foi possivel visualizar embriGes globulares transformados. Ja Avinash et al (2010),
obtiveram éxito utilizando tecidos embrionéarios para transformacdo genética de C.

canephora via A. tumefaciens.
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Embora as técnicas de transformacbes e edicdes genéticas atuais tenham
possibilitado grandes avangos na obtencdo de plantas com caracteristicas superiores,
limitacGes quanto a integracdo aleatdria do T-DNA no genoma vegetal, ainda tem sido
desafiador. Neste sentido, o surgimento de novas tecnologias precisas, como o sistema
CRISPR/Cas9 do inglés (Repeticbes palindromicas curtas agrupadas e regularmente
espacadas), tem permitido o direcionamento especifico da edi¢cdo genética no genoma
vegetal, gerando alteracGes precisas por meio de sistemas de reparo enddgenos da
especie (KIM, 2014; CASARIN et al., 2022).

2.3 Embriogénese Somatica em C. canephora

A embriogénese somatica € a técnica utilizada para a obtencdo de embrides
somaticos a partir de células somaticas ou ceélulas ja diferenciadas e baseia-se na
capacidade da célula vegetal em desdiferenciar-se e rediferenciar-se na presenca de
estimulos quimicos, que posteriormente induzem a célula a alteragdes morfoldgicas e
bioquimicas, culminando no desenvolvimento do embrido (GUERRA e NODARI,
2006; TERMIGNONI, 2005; ISAH, 2016).

Desde meados de 1990, a embriogénese somatica (SE) tem possibilitado a
propagacdo de variedades selecionadas das duas espécies de café cultivadas, Coffea
arabica e Coffea canephora (Etienne et al., 2018). Além da propagacao e multiplicacao
massiva de clones, outra vantagem da embriogénese somatica é o emprego da técnica
para regeneracdo de plantas geneticamente transformadas (ZENG et al.,, 2006,
OLIVEIRA, 2019).

Figura 3 - Processo geral da embriogénese somética em Coffea.
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Legenda: Etapas da indugdo de embriogénese somatica em Coffea
Fonte: ETIENE et al., 2018.
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Dois padrdes de embriogénese somatica podem ser conduzidos, a embriogénese
somatica direta (ESD), no qual os embrides somaticos originam-se dos tecidos matrizes,
sem a formacdo de estruturas calogénicas e a embriogénese somatica indireta (ESI),
quando os embrides formam-se a partir de calos embriogéneses (GUERRA e NODARI,
2006). As concentracdes dos reguladores de crescimento utilizados e suas interagoes,
sdo os principais fatores envolvidos em cada tipo de embriogéneses somética (ROJAS-
HERRERA et al., 2002; VIEIRA e KOBAYASHI, 2000).

Figura 3 - Esquema geral da embriogénese somatica direta e indireta no cafeeiro.
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Legenda: Diferentes padrdes de conducéo de embriogénese somatica no cafeeiro.
Fonte: CAMPOS,2017.

Em programas de melhoramento genético do cafeeiro, ESI tem sido o principal
modelo utilizado, no entanto, a transformacdo de calos até a planta regenerada leva em
média nove meses (RIBAS et al, 2011), devido a baixa eficiéncia na transformacéo
genética no café (menos de 1%), junto a dificuldade de manutencéo de calos in vitro por
longo periodo, torna-se extremamente importante a busca por técnicas que otimizem e
acelerem este processo. Neste sentido, a embriogénese somatica direta (ESD) é uma
alternativa, principalmente devido a reducdo de tempo requerido para obtengdo de
embribes somaticos, vantagens extremamente relevantes para programas de
transformacdes genéticas (GHANTI et al., 2010; PAIVA-NETO, 2003).

C. canephora tem sido amplamente utilizado como modelo em trabalhos
relacionados a embriogénese somatica direta, visto que, a espécie € diploide e bastante
responsiva para a formagdo de embrides somaticos em meio de cultura suplementado
com citocinina (VIEIRA e KOBAYASHI, 2000; FUENTES et al., 2000). Pesquisas
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conduzidas por Hatanaka et al., (1991), revelaram a viabilidade na obtencdo de
embrides diretamente de explantes foliares. Estudos mais atuais em C. canephora
demonstram que a resposta da ESD tem sido eficiente e as primeiras mudangas nos
explantes sdo observadas entre 7 e 14 dias, e aos 56 dias, embrides cotiledonares podem
ser amplamente visualizados (NIC-CAN et al; 2015).

No cafeeiro o sucesso da ESD, é influenciado diretamente por fatores como o
genotipo utilizado (PRIYONO et al, 2010), explante inicial (DAM et al., 2010), e tipo
de protocolo (regulador de crescimento, carboidratos, vitaminas, composicdo de
nutrientes e luminosidade) utilizado para inducgéo e regeneracdo de embrides (GATICA
et al., 2008; SAMSON et al., 2006). No entanto, estudos mais aprofundados em relacéo
aos tecidos embriogénicos e ndo embriogénicos séo extremamente importantes para a
elucidacdo de métodos eficientes e adequados para a obtencdo de embriGes somaticos
(FERRARI et al, 2021).

Aliados a técnicas biotecnoldgicas e em busca de eficiéncia e reprodutibilidade,
diferentes protocolos de ESD tém sido testados, alterando composi¢fes no meio de
cultura, bem como o gendtipo utilizado (SALAUN, C. et al., 2021; FREITAS et al.,
2019). Neste sentido, definir protocolos ideais de ESD é extremamente relevante para o
processo continuo e em larga escala de producdo de plantas geneticamente
transformadas ou editadas em menor periodo de tempo.

2.4  Protoplastos em C. canephora

Protoplasto é a denominacdo de uma célula desprovida de parede celular, o
termo foi proposto na década de 80 por Hanstein (1980), no entanto os primeiros
estudos relacionados a auséncia da parede celular em células vegetais, foi estabelecido
por Gregory e Cocking ainda em 1965 a partir de tecidos parenquimaticos de frutos de
tomate. Posteriormente, 0 mesmo autor demonstraria a possibilidade da regeneragéo de
protoplastos em plantas completamente formadas (COCKING, 1972). Alguns anos mais
tarde a regeneracdo de protoplastos em plantas dicotiledéneas também seria elucidada
(ANDRIANKAJA et al., 2012).

O método de extragdo da parede celular, definido como isolamento de
protoplastos, € um processo complexo e dependente de temperaturas e enzimas
especificas que atuam degradando os diferentes componentes da parede celular vegetal,

composta principalmente por moléculas de pectina (primeiro composto a ser
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sintetizados durante a formacéo da parede celular primaria), e hemicelulose (ligantes de
polissacarideos que agregam a celulose, um dos principais componentes da parede
celular de células vegetais ) (COSGROVE, 2005; PATERNAK, 2020; SILVA, 2020).

Figura 4 - Isolamento de protoplastos em Anthurium spathiphyllum

Legenda: A: Protoplastos de folhas de Spathiphyllum spathiphyllum, B: Protoplastos de
embrides corados com FDA
Fonte: DUQUENNE, 2007.

Inicialmente os estudos com protoplastos em plantas foram concentrados em
técnicas de analises moleculares (expressdo transiente e heterdloga), bem como
metabolismo e reprogramacdo celular (EECKHAUT, et al., 2013; YOO, CHO, SHEN,
2007). Com o surgimento da tecnologia CRISPR, o interesse pela pesquisa com
protoplastos foi renovado, principalmente por fatores relacionados a possibilidade de
entrega direta do sistema CRISPR/Cas9 a célula vegetal, através da introducdo da
proteina Cas9 associada ao RNA guia (sgRNA) no citoplasma celular, desta forma ndo
deixando vestigios de DNA exdgeno no genoma hospedeiro, o que facilita a liberacdo
comercial da planta geneticamente editada, quando comparado ao sistema de entrega
direta do plasmideo (PASTERNAK et al., 2020; WOO et al., 2015 ; LUO et al., 2015).

Calos de protoplastos, assim denominado o protoplasto ap0s a regeneracéo
completa da parede celular, sdo células totipotentes com potencial para a formacéo de
embrides somaticos (EECKHAUT et al., 2013). Ainda segundo 0 mesmo autor, 0
principal gargalo da técnica esta na dificuldade da regeneragdo do material plantas
completas. Neste sentido, a comparacao das etapas de formacdo do embrido somatico
com o embrido zigotico, pode fornecer informac6es essenciais a resposta embriogénica,
visto que, a partir da fase globular ambos os desenvolvimentos embrionarios apresentam
estadios morfoldgico similares (SILVA, 2005). Considerando esta abordagem, a acéo

de reguladores hormonais presentes durante a formacgédo do embrido zigotico pode ser a
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chave na inducéo da embriogénese somatica (CORREIA, 2010).

Durante a Gltima fase da embriogénese zigdtica, o acido abscisico € responsavel
pela dessecagdo e maturacdo do embrido, atuando na biosintese de proteinas de reserva
(DODEMAN., 1997), controle da expansdo celular (GUTMANN., 1997) e biossintese
de triaciglicerois (TAUTORUS, 1991). Nesta perspectiva, buscando simular situacfes
de estresse que levam a maturacgdo, o acido abscisico tem sido amplamente utilizado na
dessecacdo de embribes somaticos, associado ou ndo a outras substancias dessecantes
como polietilenoglicol (SILVA, 2005; ANDRADE, 2010; CORREIA, 2010).

A suplementacdo do meio de cultura com reguladores de crescimento e
compostos antioxidantes na regeneracdo de embrides somaticos de calos de protoplastos
tem gerado resultados satisfatorios na regeneracdo de plantas de diversas espécies
monocotileddneas, como milho (HE et al., 2006) e tabaco (PATI et al.,2005) e para
espécies dicotiledoneas, como citros (OLIVARES, 2006) e acacia (KANWAR et al.,
2009).

Para a espécie C. canephora o isolamento de protoplastos tem tido éxito em
diversos estudos, nos quais os principais tecidos utilizados sdo células meristematicas de
embrides (SCHOPKE, 1987, ORGITA, 2020) e folhas (SILVA, 2020). No entanto, se
tratando de regeneracdo de protoplastos na espécie, poucos sdo os relatos de sucesso,
isto devido a grande dificuldade manter o material e das baixas frequéncias na
regeneracio de embrides (SCHOPKE, 1987). Neste cendrio, torna-se extremamente
importante a busca por adaptacdes dos protocolos utilizados hoje na regeneracdo de
protoplastos, buscando principalmente eficiéncia e repetibilidade da técnica, visionando
aplicacdes em futuros trabalhos com edi¢des genéticas da espécie.
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CAPITULO 2

EMBRIOGENESE SOMATICA DIRETA EM DIFERENTES
CLONES DE C. Canephora
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RESUMO

A embriogénese somatica tem possibilitado progresso na obtencdo de mudas uniformes
e isentas de patogenos em escala no cafeeiro, bem como a regeneracdo de plantas
geneticamente editadas da espéecie. A técnica se baseia na capacidade totipotente da
célula vegetal e pode ser conduzida via indireta e direta. Em C. canephora a
embriogénese somatica direta (ESD) pode ser influenciada por fatores como o
protocolo, tecido e clone utilizado. Considerando as vantagens da utilizagdo da ESD na
transformacdo do cafeeiro, devido ao menor periodo de tempo para a formacdo do
embrido, este trabalho teve como objetivo verificar a influéncia do protocolo, da regido
do explante na folha e de diferentes clones de C. canephora na inducdo da ESD,
visando futuras aplicacdes em edi¢cdes genéticas com a tecnologia CRISPR. Para tal,
foram utilizados diferentes meios de culturas ja publicados para a espécie para a
inducdo ESD em C. canephora (para os clones 2 e 14), os quais variavam entre tipos e
concentracdes de vitaminas, proteinas e suplementos. Em seguida também foi verificado
a influéncia das diferentes regides das folhas ao serem inoculadas em meio para ESD
(para o clone 2), e posteriormente verificou-se a influéncia de diferentes clones no
processo da ESD (para os clones 2, 14 e 22). Os experimentos foram conduzidos em
delineamento inteiramente casualizado e para as andlises utilizou-se o teste de TUKEY
a 95% de confianga. Para as avalia¢Oes da influéncia da regido da folha, ndo houve
diferencas significativas, assim como para os diferentes protocolos utilizados. Ainda
como resultado deste estudo, foi observado que o clone 2 é mais responsivo a ESD,
demonstrando maiores frequéncias de regeneracdo e nimero médio de embriGes por
explante, quando comparado aos clones 14 e 22. Além disso, o clone 2 se demonstrou
mais precoce na resposta a inducdo embriogénica, considerando que aos 30 dias de
inoculagdo do explante, ja foi possivel observar o inicio da formacdo da massa pré-
embriogénica. Conclui-se com este experimento que, a ESD pode ser uma técnica
vantajosa para a regeneracao de plantas transformadas, sendo o clone 2 altamente viavel
para a transformacao e edicdo genética de C. canephora.

Palavras-chave: Café; Cultivo in-vitro, Edicdo genética; Meio de cultura.
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1. INTRODUCAO

A inducdo da embriogénese somaética esta relacionada a capacidade da célula
vegetal em desdiferenciar-se e rediferenciar-se de acordo com estimulos hormonais, que
induzem cascatas de sinalizagdes internas e culminam na formacdo de embriGes sem
que ocorra a fuséo de gametas (ZANIN, 2017; ISAH, 2016). A técnica de embriogénese
somatica tem permitido diversos avancos em relacdo a propagagdo massiva de clones de
elite de maneira rapida, além de serem isentos de microrganismos (DOMINGHETTI,
2016). Outra aplicacdo importante da embriogénese somatica esta no emprego da
técnica em programas de melhoramento genético (OLIVEIRA, 2019; ZENG et al.,
2006).

A embriogénese somatica pode ser conduzida via indireta (ESI), quando ocorre
formacéo de calos intermediarios e via direta (ESD), quando o embrido tem origem do
préprio explante inoculado (GUERRA e NODARI, 2006). A ESI tem sido o padrao
utilizado em em transformacdo genética no cafeeiro, entretanto o longo periodo para
obtencédo do calo embriogénico e posterior formacdo do embrido (21 meses em média),
junto a baixa eficiéncia da transformacéo da espécie (menos de 1%), tem feito com que
outras alternativas mais eficientes sejam buscadas, como a ESD, quando o embrido
forma-se em periodos reduzidos (3 meses); (RIBAS, 2011; GHANTI et al., 2010).

De maneira geral a técnica da ESD € influenciada por diversos fatores, para a
espécie C. canephora especificamente, a resposta na ESD pode variar de acordo com o
tipo de protocolo utilizado para a obtencdo de embrides somaticos (regulador de
crescimento, carboidratos, vitaminas, composi¢cdo de nutrientes e luminosidade)
(GATICA et al., 2008; SAMSON et al., 2006), a fonte e o tipo de explante inicial a ser
inoculado (DAM et al., 2010), bem como o genotipo utilizado (PRIYONO et al, 2010).

Na busca de eficiéncia e reprodutibilidade da ESD em C. canephora, pesquisas
tem se concentrado na elucidacdo da capacidade embriogénica de tecidos, além da
influéncia do tipo de protocolo e gendtipos utilizados (SALAUN, C. et al., 2021;
BARRETO et al., 2012; FREITAS et al., 2019; FERRARI et al, 2021). Neste sentido,
este trabalho teve como objetivo avaliar influéncia de diferentes meios de cultura para
ESD (para os clones 2 e 14), bem como a influéncia das diferentes regides das folhas ao
serem inoculadas em meio para ESD (clone 2), e diferentes clones no processo da ESD
(clones 2, 14 e 22), visando aplicaces em futuros trabalhos de edi¢do genética em C.

canephora.
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2. MATERIAL E METODOS
2.1 Material Vegetal

O experimento foi desenvolvido no Laboratorio Central de Biologia Molecular,
(LCBM) localizado na Universidade Federal de Lavras - Brasil. Para os experimentos
de embriogénese somatica direta foram utilizadas como fonte inicial, folhas oriundas de
C. canephora clone 2, 14 e 22, cultivadas em cameras de crescimento de plantas, sob
condigdes de crescimento controladas de 27 °C, luminosidade de 40 pmol.m2 st e

fotoperiodo de 8 h de luz.

2.2 Inducéo de Embriogénese somatica direta por diferentes protocolos em C.
canephora

Folhas de C. canephora (clones 2 e 14), totalmente expandidas do segundo ou
terceiro internddio do ramo plagiotrépico foram coletadas no periodo da manha. Apos a
coleta, o material foi lavado em &gua corrente e detergente comercial para a retirada de
resquicios superficiais, em seguida as folhas permaneceram em repouso por 30 minutos,
para 0 completo fechamento estomatico. Apds este periodo, em camera de fluxo
laminar, as folhas foram imersas em alcool 70% por 1 min, seguido de 20 minutos em
hipoclorito de célcio (30g L), acrescido de 5 gotas por litro de Tween 20, passando
entdo por triplice lavagem de 5 min cada, em agua destilada autoclavada.

Em seguida, as folhas foram seccionadas em explantes de 0,25 cm?, excluindo-
se nervuras centrais e bordas externas, sendo entdo inoculados com face adaxial em
contato com o meio de cultura em potes de vidro contendo meio de cultura para a
inducdo de embribes. Para a inducdo da embriogénese somatica direta, foram utilizados
trés diferentes meios de cultura, ja explorados para a espécie, contendo diferentes tipos

e proporc¢Oes de vitaminas, suplementos e reguladores de crescimento (Tabela 1).

Tabela 1 - Composicdo dos meios de cultura utilizados para inducdo de embriogénese
somaética direta em C. canephora.

Tratamentos Meio 1 Meio 2 Meio 3
Referéncia Quiroz-Figueroa Fuente et al., Priyono et al,.
et al., 2006 2000 2010
Macronutrientes Y4 MS Y4MS Y, MS
Micronutrientes Y4 MS Y, MS Y, MS
4,86 UM piridoxina vitaminas B5 1/2 vitaminas Gamborg
Vitaminas e 8,12 UM ac. Nicotinico 0,8 uM cisteina 100mg.L caseina hidrolisada

Suplementos 29,6 UM tiamina 29,43 uM AgNO3 21 uM Pantetonato de calcio
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135,7 uM de sulfato de adenina
8,25 UM cisteina

Regulador de 5 uM BAP 5 uM 2ip 23,23 uM cinetina
Crescimento

Sacarose 30gL? 30gL? 40gL?
Phytagel 25¢gL" 25¢gL" 3,0gL"

Fonte: (CASARIN, 2020).

Apods a inoculacdo, o material permaneceu em sala de crescimento em
fotoperiodo de 8 h de luz e 27°C + 2 e intensidade luminosa de aproximadamente 40
umol.m?.s . Os explantes foram mantidos nas mesmas condigdes durante quatro meses,

para a formacéo de embrides.

2.2.1 Avaliacbes e manutencéo dos embrides somaticos

Para a avaliacdo do experimento, foi contabilizada a frequéncia da regeneracédo
embrionaria dos explantes, para tanto, considerou-se explantes com ou sem presenca de
embrides em relacdo ao numero total de explantes inoculados inicialmente.
Posteriormente, os embrides somaticos formados foram unicamente separados do
explante inicial, com o auxilio de pinca e bisturi, e transferidos para meio de cultura MS
(MURASHIGE; SKOOG, 1962), sem a adicdo de reguladores de crescimento e
solidificado com 2,5 gL de phytagel ™ (Sigma-Aldrich), pH 5,8; sendo mantidos em
condicBes de sala de crescimento 27°C £ 2 e intensidade luminosa de cerca de 40
umol.m?. s, Os embrides foram subcultivados nas mesmas condigcdes a cada oito
semanas até a aclimatizacdo das plantas em substrato comercial em camaras de

crescimento controladas, aos 9 meses em média.

2.2.2 Delineamento experimental e tratamento estatistico

O experimento foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado,
constando de um fatorial 2x3. Para cada tratamento, utilizou-se 30 repeti¢des, sendo que
cada repeticdo era composta por quatro explantes. As médias obtidas da frequéncia da
regeneracdo embrionaria dos explantes foram submetidas a analise de variancia —
ANOVA por meio do software SISVAR, utilizando o teste de Tukey a 95% de
confianca (FERREIRA, 2008).

2.3 Inducdo de Embriogénese somatica em explantes de diferentes posi¢des na
folha
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Na busca pela elucidacdo da influéncia da regido da folha na inducéo da ESD,
folhas de C. canephora (clone 2) foram coletadas de plantas em cadmara de crescimento
controlado e desinfestadas conforme descrito anteriormente (tépico 2.2). Apo6s o
processo de desinfestacdo em cameras de fluxo laminar, as folhas foram seccionadas em
explantes de 0,25 cm?.

Para os cortes, foi retirado a nervura central da folha e em seguida a folha foi
dividida entre os lados e realizados cortes de quatro faixas, sendo duas faixas do lado
esquerdo (Faixa 1 e 2), e duas do lado direito (Faixa 3 e 4). Dentro de cada faixa foram
retirados trés explantes, sendo o primeiro préximo ao peciolo foliar (Explante A), o

segundo da regido mediana da folha (Explante B) e o terceiro proximo ao apice foliar

Figura 5 - Esquema demonstrando as etapas de corte e inoculacdo de explantes
foliares de C. canephora.

(Explante C), como demonstrado na Figura 1.

Legenda: A: Folha fragmentada entre lado esquerdo e direito; B:Folha sem a nervura central e
seccionada em 4 faixas de (Lado esquerdo: Faixa 1 e 2; Lado direito: Faixa 3 e 4); C: Explantes
separados das faixas; D: Explantes inoculados em meio para ESD. Fonte: Da autora, 2022.
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Os explantes foram inoculados em meio para embriogénese somatica direta
(PRIYONO et al., 2010) com a face adaxial em contato com o meio de cultura e
mantidos em sala de crescimento com fotoperiodo de 8 h de luz 27°C = 2 sob

intensidade luminosa de cerca de 40 pmol.m?. s

2.3.1 AvaliacGes e manutencdo dos embriGes somaticos

Para as avaliagdes, foi calculado a frequéncia embrionéria de cada posicéo, faixa
e explante do material inoculado, considerando a presencga ou auséncia de embrides nos
explantes foliares de cada nivel. Apos quatro meses, 0os embrides regenerados foram
transferidos para o0 meio MS (MURASHIGE; SKOOG, 1962), sem a adicdo de
reguladores de crescimento e solidificado com 2,5 gL' de phytagel ™ (Sigma-
Aldrich), pH 5,8; e mantidos em sala de crescimento com fotoperiodo de 8 h de luz
27°C + 2 e intensidade luminosa de cerca de 40 umol.m?. s, sendo subcultivados a
cada oito semanas até a aclimatizacdo em substrato comercial em camaras de

crescimento controladas, aos nove meses em média.
2.3.2 Delineamento experimental e tratamento estatistico

O experimento foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado, sendo
constituido de um fatorial de 4x3, com 8 repeticdes, compostas por um explante cada.
As médias obtidas da frequéncia embrionéria dos explantes de cada posi¢do foram
submetidas a andlise de variancia - ANOVA, utilizando o teste de Tukey a 95% de
confianca, através do software SISVA (FERREIRA, 2008).

2.4 Inducdo de Embriogénese somatica utilizando diferentes clones de C.

canephora

Utilizando a metodologia para inducdo de embriogénese somatica direta em
explantes foliares, proposta por Priyono et al (2010), foram inoculados trés diferentes
clones de C. Canephora (Clone 2, 14 e 22). Folhas oriundas de plantas cultivadas em
camaras de crescimento controladas, foram coletadas e desinfestadas conforme o
protocolo utilizado nos experimentos anteriores (topico 2.2). Apds o processo de
desinfestacéo, as folhas foram inoculadas com a face adaxial em contato com o meio de
cultura, sendo mantidas em sala de crescimento com fotoperiodo de 8 h de luz 27°C + 2

e intensidade luminosa de cerca de 40 pmol.m?. s,
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2.4.1 Avaliacdo da Frequéncia embrionaria e quantificacdo do numero de

embrides

Apos quatro meses inoculados, foi verificado a frequéncia embrionaria, bem
como a quantificacdo dos embrides formados em cada explante de cada clone. Para a
frequéncia levou-se em consideracdo a presenca ou auséncia de embrifes nos explantes
em relacdo ao numero inicial de explantes inoculados.

Para a separacdo e contabilizacdo dos embrides em camera de fluxo laminar,
utilizou-se pingas cirurgicas e bisturi, sendo o processo realizado com auxilio de lupas
eletronicas. Apds a separacdo e contagem, os embrides foram inoculados em meio MS
(MURASHIGE; SKOOG, 1962), sem a adicdo de reguladores de crescimento e
solidificado com 2,5 gL de Phytagel ™ (Sigma-Aldrich), pH 5,8; e mantidos em sala
de crescimento com fotoperiodo de 8 h de luz 27°C + 2 e intensidade luminosa de cerca

de 40 umol.m?. s,

2.4.2 Delineamento experimental e tratamento estatistico

O experimento foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado,
constando de 3 tratamentos com 20 repeticdes cada. Os dados obtidos da frequéncia
embrionaria e nimero de embrides obtidos de cada clone foram submetidos a anélise de
variancia - ANOVA, através do software SISVAR, utilizando o teste de Tukey a 95%
de confianca (FERREIRA, 2008).
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1 Embriogénese somética direta de C. canephora em diferentes protocolos

Apo6s 4 meses de inoculacdo de C. canephora (clones 2 e 14), foi observado
formacdo de embrides somaticos para ambos os clones utilizados, sendo também
verificado formacdo de embribes nos trés protocolos para inducdo da embriogénese
somatica utilizadas neste experimento (QUIROZ-FIGUEROA et al., 2006; FUENTE et
al., 2000; PRIYONO et al,.2010).

Verificou-se que a formacdo dos embrides ocorreu principalmente nas regides
préximas a nervura secundaria ou feixes vasculares do tecido foliar. Esta observacéo,
pode ser explicada possivelmente pela presenca de tecidos parenquimaticos que
circundam os feixes vasculares, bem como a presenca de células ja desenvolvidas com
capacidade meristematica do procambio (MEIRA et al., 2019; OLIVEIRA, 2021).
Outro fator positivo se baseia na alta concentracdo de auxinas préximas as regides de
seu transporte, que ocorre atraves de células parenquimaticas proximo ao Xilema e
floema (DIEL, 2022), fatores que contribuem para a reprogramacéo celular e posterior
embriogénese.

O periodo necessario para o inicio da formacdo da massa pré-embriogénica para
clone 2 foi mais precoce, quando comparado ao clone 14, no qual a regeneragdo pode
ser visualizada aos 30 dias ap6s a inoculacdo do material em meio de inducdo de ESD
(Figura 2). Em contrapartida, para explantes de clone 14 o inicio da regeneracdo foi
observado apenas aos 60 dias ap06s a inoculacdo. Tais discrepancias entre genotipos da
mesma espécie podem estar relacionadas com a condi¢cdo de genotipodependéncia no
processo da ESD ou capacidade de reprogramacdo celular intrinseca de cada clone
(WERNER et al, 2012; PRIYONO et al,2010; NIC-CAN et al; 2015).

Figura 6 - Regeneracdo de embrides somaticos em clone 2 e 14 aos 30 dias.

Legenda: A: Clone 2 aos 30 dias no protocolo 3; B: clone 14 aos 30 das no protocolo 3.
FONTE: Da autora, 2022.
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Foram observadas diferencgas significativas na frequéncia de regeneracdo dos
explantes entre os clones, em clone 2 foi verificado frequéncia média de 30% a 45% de
regeneracdo, ja para clone 14, essa média foi menor, apenas 9% a 15% de explantes
desenvolveram embrides somaticos. Tais resultados, reforcam ainda mais o fato de que
a resposta embriogénica ndo esta ligada somente ao tipo de protocolo utilizado, mas
também do genotipo, como ja demonstrado em Coffea (NIC-CAN et al; 2015;
REZENDE, 2005).

A frequéncia embrionaria dos explantes em cada tipo de meio, foi contabilizada
aos 120 dias. Os resultados obtidos podem ser verificados na figura 3, sendo possivel
confirmar estatisticamente que o clone 2 foi mais responsivo na inducdo da

embriogénese direta, quando comparado com o clone 14.

Figura 7 - Frequéncia embrionaria de clone 2 e 14 em meio 1, 2 e 3.

Frequéncia embrionaria deClone 2e 14

60

aA

Explantes contendo embrides em %

1 2 3

mClene2 wmClone 14

Legenda: Médias seguidas pela mesma letra minuscula entre os meios e maisculas entre 0s
clones ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (P<0,05). Fonte: Da autora, 2022.

Visualmente, observou-se intensa proliferacdo de embriGes somaticos no meio 3
tanto para o clone 14, quanto para o clone 2, quando comparado aos meios de cultivo 1
e 2, esta diferenca pode ser observada nas figuras 4 e 5. Esta influéncia provavelmente

estd relacionada com os componentes utilizados em cada meio de cultura, como
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vitaminas, inibidores de etileno e hormdnios que podem auxiliar ou inibir a formacao do
embrido (FUENTES et al., 2000, CASARIN, 2020).

Figura 8 - Resposta na inducdo embriogénica de C.canephora clone 2 e 14 aos 120 dias.

Legenda: A: Clone 14 em meio de cultura 1; B: Clone 14 em meio de cultura 2; C: Clone 14 em
meio de cultura 3, D: Clone 2 em meio de cultura 1; E: Clone 2 em meio de cultura 2; F: Clone
2 em meio de cultura 3.
Fonte: Da autora, 2022.

Aos 120 dias, os embrides em estagios globular, torpedo, codiforme ou
cotiledonar, foram transferidos para potes contendo meio de cultura MS
(MURASHIGE; SKOOG, 1962). Apés um periodo médio de 90 dias de inoculacéo,
observou-se formacgdo de primordios radiculares nos embrides de ambos os clones,
sendo essa formacao mais intensa e precoce em clone 2 quando comparado ao clone 14
(Figura 6.E e 6.G). Quando as plantas atingiram estadio de desenvolvimento de dois a
trés pares de folhas completamente expandidas acima do cotilédone e proliferagdo
intensa de raizes, estas foram aclimatizadas em substrato comercial em cameras de

crescimento controlado (Figura 6.H).
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Figura 9 - Resposta na inducdo embriogénica de C.canephora clone 2 e 14

Legenda: A: Clone 2 no dia da inoculagdo; B: Clone 2 apds 30 dias de inoculacéo 2; C:Clone 14
aos 4 meses em meio para ESD 3 ; D: Clone 14 aos 30 dias em MS ; E: Clone 2 aos 90 dias em
MS; F: Clone 14 aos 60 dias em MS; G: Clone 2 aos 90 dias em MS; H: Clone 2 aclimatizado

aos 9 meses.
Fonte: Da autora, 2022.
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3.2 Inducéo de embriogenese somatica direta em diferentes regides da folha

Embora o processo de embriogénese somatica direta ja tenha sido amplamente
estudado, ainda é extremamente necessario a investigacdo de fatores que alteram a
resposta a formacédo dos embrides, buscando principalmente a adaptacéo de protocolos
ja utilizados atualmente, um destes parametros € a influéncia dos tecidos embriogénicos
e ndo embriogénicos (FERRARI et al, 2021).Neste estudo utilizando o clone 2, para a
avaliacdo da posicdo do explante na formagdo de embriGes somaticos, ndo foram
observadas diferencas significativas entre os lados esquerdo e direito da folha ou entre a
posicdo interna e externa das faixas (Figura 7) . Para os diferentes explantes inoculados
(A: Regido apical da folha; B: Proximo a regido mediana da folha e C: Regido basal da
folha), também ndo foram identificadas diferencas significativas, como demonstrado

nas figuras 8.

Figura 10 - Frequéncia embrionaria das faixas interna e externa.

Frequéncia embrionaria das
25 faixas internas e externas

20

15

10

Explantes contendo embriGes em %

M Faixa interna M Faixa externa

Legenda: Médias ndo diferenciadas pelo teste de Tukey (P<0,05). FONTE: Da autora, 2022.
Figura 11 - Frequéncia embrionaria dos explantes A, B e C.

Frequéncia embriondria dos explantes A, B e C

30
25
20
15

10

Explantes contendo embrides em %

mExplante A mExplante B mExplante C

Legenda: Médias nao diferenciadas pelo teste de Tukey (P<0,05). Fonte: Da autora, 2022.
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Como pode ser observado na figura 9, houve intensa formacdo de embrides
somaticos nos explantes inoculados utilizando o protocolo de inducdo de embriogénese
somatica direta proposto por Priyono et al., 2010. Este resultado indica que a técnica é
aplicavel em larga escala e tem potencial para ser utilizada na regeneracdo de plantas

transformadas de C. canephora.

Figura 12 - Resposta na inducdo embriogénica de explantes de diferentes partes da folha
de C. canephora (clone 14) aos 120 dias.

Legenda: A:Explantes do lado esquerdo e direito da folha e de diferentes posi¢es do limbo
foliar; B: Regeneracdo embriogénica em explante da regido mediana da folha.
Fonte: Da autora, 2022.

3.3 Inducédo de embriogénese somatica direta em diferentes clones de C. canephora

A resposta aos estimulos para a embriogénese somatica em C. canephora esta
intimamente ligada ao clone utilizado (REZENDE, 2005, PRIYONO et al,2010; NIC-
CAN et al; 2015). Na busca por genétipos com alto potencial para regeneracdo na
embriogénese somaética direta, verificou-se neste estudo a frequéncia embrionéria e o
nimero médio de embrides por explante dos clones 2, 14 e 22 ap6s 120 dias de

inoculagdo, como demonstrado na figura 10.

Figura 13 - Resposta na indugdo embriogénica de C.canephora (clone 2, 14 e 22)




40

Legenda: A Clone 2 aos 120 dias; B: Clone 14 aos 120 dias; C: Clone 22 aos 120 dias.
Fonte: Da autora, 2022.

Os resultados obtidos demonstraram diferenca significativa entre a frequéncia
embrionaria dos clones utilizados neste estudo. Para clone 2, o mais responsivo, a
frequéncia média de explantes regenerados foi de 38%, j4 os clones 14 e 22, a

frequéncia média de regeneracéo foi de 10%, como expresso na figura 11.

Figura 14 - Resposta na frequéncia embriogénica de explantes de C. canephora (clones
2,14 e 22).

Frequéncia embriondria de explantes
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®Cone2 wdone 14 Clone 22

Legenda: Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (P<0,05).
Fonte: Da autora, 2022.

Na embriogénese somaética direta, além de uma taxa elevada da frequéncia
regenerativa, é necessario também, que haja a formacgdo de elevados nimeros de
embrides por explante inoculado, tais parametros sdo essenciais para a definicdo de um
material viavel a técnica (CASARIN, 2020). Ainda, como discutido pela autora, um
material, pode apresentar frequéncias embrionarias altas, porém nimeros médios de
formados embrides baixos.

Para o numero médio de embrides somaticos produzido por explante regenerado
houve diferencas significativas entre os clones utilizados. Para clone 2, 0 nUmero meédio
de embriGes formados por explante permaneceu em 20, ja para clone 14 o numero
médio de embrides foi de 3 e para clone 22, 0 numero médio obtido foi de 1 embrido
por cada explante regenerado, como observado na figura 12.

Com os dados obtidos neste experimento, verificou-se que o clone 2, quando
comprado ao clone 14 e 22, foi mais responsivo na embriogénese somatica direta, tanto
em relagdo a maiores frequéncias embrionaria, quanto para a producdo de embrides por

explante regenerado. Este conhecimento, indica que o clone 2 € um material viavel para
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ser utilizado em experimentos de transformacdo genética com a espécie C. canephora,
visto que a aplicacdo de técnicas de cultura de tecidos eficientes aliados a sistemas
potentes de edicdo genética permite avangos na aquisicdo de clones de elite no género
Coffea.

Figura 15 - Ndmero médio de embrides formados por explante regenerado de C.
canephora (clones 2, 14 e 22).
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Legenda: Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (P<0,05).
Fonte: Da autora, 2022.



42

4 CONCLUSOES

Com os resultados obtidos neste estudo, conclui-se que a técnica de embriogénese
somatica direta pode ser utilizada para a producao de mudas de cafeeiro, bem como para
a regeneracdo de plantas da geneticamente transformadas da espécie, considerando o
menor periodo para a obtencdo do embrido. Entretanto, a producdo de embrides via
ESD em C. canephora é influenciada diretamente pelo clone utilizado, neste caso, o
clone 2 apresentou médias superiores em relacdo a frequéncia embrionaria e nimero de
embrides produzidos, quando comparado ao clone 14 e 22, indicando que este € um
clone ideal para a edicdo genética da espécie. Outro fator observado, se baseia na ampla
producdo de embrides em meio 3 para ambos os clones, quando comparado aos demais
meios, justificando a utilizacdo deste em futuros trabalhos com embriogénese somatica

direta em C. canephora.
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CAPITULO 3

REGENERACAO DE SUSPENSAO CELULAR EMBRIOGENICA
OBTIDOS DE PROTOPLASTOS DE C. canephora
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RESUMO

Protoplastos sdo células desprovidas de parede celular, e constituem explantes ideais
para estudos de expressdo génica desde meados dos anos 90. Com o surgimento da
tecnologia CRISPR, houve um recente aumento no interesse da utilizacdo de
protoplastos na edicdo genética do cafeeiro, no entanto a transformacgéo destas células
em embrides € o grande gargalo da técnica. A vantagem da transformacédo genética de
protoplasto, baseia-se na possibilidade da entrega direta do sistema CRISPR/Cas9 a
célula, neste caso ndo deixando tracos de DNA exdgeno no organismo hospedeiro, o
que facilita a regularizacdo das futuras plantas transformadas, visto que elas ndo séo
consideradas organismos geneticamente modificados. Neste sentido, este trabalho teve
como objetivo estabelecer um protocolo de regeneracdo de embrifes somaticos através
de suspensdo celular embriogénica obtidos de protoplastos de C. canephora (clone 14).
Para isso, utilizou-se do meio de cultura Yasuda, enriquecido com 15 gL™* de carvéo,
variando agentes antioxidantes (carvdo ativado e polietilenoglicol)., carboidratos
(sacarose e glicose) e concentragdes de acido abscisico (1; 0,5 e 0,1 uM). Os experimentos
foram conduzidos em delineamento inteiramente casualizado e para o teste de média
utilizou-se o teste de regressdo linear a 95% de confianca. Como resultado desta
pesquisa, foi verificado a producio de embrides em tratamentos contendo 30 gL
sacarose e diferentes concentraces de acido abscisico, ndo havendo diferencas
significativas entre as concentracGes de acido abscisico na formacdo de embribes. Desta
forma, conclui-se a utilizacdo de &cido abscisico e doses adequadas de carvao ativado e
sacarose tornam-se essenciais a regeneracdo de embrides somaticos provenientes de
suspensdo de protoplastos, no entanto novos estudos relacionados ao aumento da
frequéncia da producdo de embrides e a sua posterior maturagdo ainda sdo necessarios.

Palavras-chave: Sacarose; Acido abscisico; Meio de cultura.
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1 INTRODUCAO

A cultura de protoplasto, assim denominado as células desprovidas de parede
celular, ¢ uma técnica biotecnoldgica j& bastante utilizada para analises moleculares
(EECKHAUT, et al., 2013; WOO, 2009). Com o advento de CRISPR/Cas9
(CHARPENTIER e DOUDNA, 2013), o interesse por protoplastos foi retificado,
principalmente devido a possibilidade de entrega direta do sistema a célula, nédo
deixando vestigios de DNA exdgeno no organismo hospedeiro, o que facilita a
comercializacdo das futuras plantas editadas por ndo serem consideradas organismos
geneticamente modificados (PASTERNAK et al., 2020; WOO et al., 2015; FREITAS et
al., 2019).

O isolamento de protoplastos € realizado por processos complexos, dependente
de temperaturas e enzimas apropriadas que atuam degradando os componentes da
parede celular vegetal, como a pectina e hemicelulose (FREITAS et al., 2019;
PATERNAK, 2020; SILVA, 2020). Apos o isolamento, as células retornam a atividade
de formacéo de pectinas e hemicelulose e a parede celular é entdo regenerada, sendo
denominados de calos de protoplasto, células totipotentes com potencial para a
formacdo de embrides somaticos (EECKHAUT et al., 2013). Ainda segundo 0 mesmo
autor, o principal gargalo da técnica esta na dificuldade da regeneracdo dos protoplastos
em plantas completas.

Embrides somaticos e zigdticos compartilham as mesmas etapas de formacéo,
neste sentido, a utilizacdo de reguladores de crescimento presentes na formacdo do
embrido zigo6tico pode ser chave na embriogénese soméatica (CORREIA, 2010; SILVA,
2005). Um destes hormdnios é o &cido abscisico, responsavel pela dessecacdo e
maturacdo do embrido (GUTMANN., 1997). Nesta perspectiva, diversas pesquisas tém
abordado o uso do 4cido abscisico na dessecacdo de embrides somaticos, associados ou
ndo a outros componentes dessecantes como polietilenoglicol (SILVA, 2005;
ANDRADE, 2010; CORREIA, 2010; PATI et al., 2005).

Em estudos desenvolvidos com calos oriundos de protoplastos da espécie C.
canephora foi observado complexidades na transicdo dos calos para embrides
somaticos, isto devido a grande dificuldade na manutengdo do material e das baixas
frequéncias na regeneracdo de embrides (SCHOPKE, 1987). Neste sentido, este
trabalho teve como objetivo a definicdo de protocolos eficientes para a indugdo de

embrides somaticos a partir de suspensdo celular embriogénica de protoplastos (clone
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14), utilizando meios de cultura com diferentes combinacGes de acido abscisico
combinados com agentes antioxidantes, visionando aplicacdes em futuros trabalhos com

edicdo genética da espécie C. canephora.
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2 MATERIAL E METODOS
2.1 Material Vegetal

O experimento foi desenvolvido no Laboratorio Central de Biologia Molecular,
(LCBM) localizado na Universidade Federal de Lavras - Brasil. Para o experimento,
foram utilizadas suspensdes celulares embriogénicas (ECS) obtidas de protoplastos de
C. canephora (clone 14), ja disponiveis no laboratério. Essas ECS eram mantidas em
suspensdo celular em meio liquido EME (GROSSER et al.,1990) em sala de
crescimento a 27°C + 2 e fotoperiodo de 8 h de luz, sob luminosidade aproximada 40

umol.m?. s* e agitacdo constante de 105 rpm em agitador orbital.

2.2 Anélise de dupla coloracéo para determinacao da viabilidade embriogénica

Para avaliar a viabilidade celular do material ou capacidade embriogénica,
amostras de ECS, foram coletadas para a realizacdo do teste de dupla coloracdo com os
corantes carmim acético e azul de Evans, os quais possibilitam a identificacdo da
viabilidade células com potencial embriogénico (REIS, 2010).

Uma proporcdo de 500 mg de ECS foi depositada em uma lamina para
microscopio, em seguida foi adicionado 200 uM de carmim acético (2%) por 1 min,
apoOs esse processo, adicionou-se agua destilada para retirar 0 excesso do corante.
Posteriormente, foi adicionado ao material, 100 pM de azul de Evans (0,1%) por 30
segundos e repetido o processo de lavagem dos calos. A agua foi retirada com o auxilio
de pipetas e em seguida adicionou-se 200 uM de glicerina (50%) na amostra corada. As
laminas foram visualizadas no microscépio éptico modelo de ZEISS Axio Scope.A, sob

a lente objetiva de 20x.

2.3 Inducé&o de regeneracdo embrionéria

Amostras da suspensdo celular foram transferidos com o auxilio de pipetas para
placas de petri (60x15 mm), contendo diferentes tratamentos para a inducdo de
embrides somaticos, sendo que todos os tratamentos continham meio basal Yasuda
(YASUDA et al, 1985), acrescido de 15 gL de carvdo e cido abscisico em diferentes
concentragdes (1.0; 0,5 e 0,1 uM). Diferentes tipos e propor¢des de componentes, como
carboidratos, agentes gelificantes e oxidantes também foram avaliados de acordo com as

tabelas 2, 3, 4 e 5. Apo0s a inoculacdo do material as placas foram vedadas com plastico
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insulfilm, permanecendo em sala de crescimento na auséncia total de luz e temperatura
de 27°C % 2, sendo transferidas para as mesmas condi¢cfes a cada quarenta e cinco dias
(Figura 13).

Figura 16 - Aspectos e métodos utilizados no plaqueamento de ECS de protoplastos.
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Legenda: A: Suspensdo celular embriogénica de protoplastos de C. canephora clone 14
em meio EME; B: Plaqueamento da ECS em meios para a regeneragdo de embrides
somaticos em meio basal yasuda.

Fonte: Da autora, 2022.

2.3.1 Experimento 1

Tabela 1 - Composi¢des do meio de cultura utilizados para a inducdo de embrides
somaticos em ECS oriundas de protoplastos de C. canephora.

Tratamentos T1 T2 T3
Macronutrientes 14 MS 14 MS 1/4 MS
Micronutrientes 14 MS 14 MS 1/4 MS

Acido Abscisico 1uM 0.5 uM 0.1 uM
Sacarose 30gL? 30gL? 30gL?
Carvdo ativado 15gL*? 15gL? 15gL?

Agar 8 gLt 8gL* 8 gLt
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2.3.2 Experimento 2

Tabela 2 - Composi¢cdes do meio de cultura utilizados para a indugdo de embrides
somaticos em ECS oriundas de protoplastos de C. canephora.

Tratamentos T4 T5 T6
Macronutrientes 14 MS 14 MS 14 MS
Micronutrientes 14 MS v4 MS 4 MS

Acido Abscisico 1M 0.5 uM 0.1uM
Sacarose 50¢gL? 50gL? 50¢gL?
Carvao ativado 15¢gL? 15gL? 15¢gL?

Phytagel 9gL? 9gL? 9gL?

2.3.3 Experimento 3

Tabela 3 - Composi¢des do meio de cultura utilizados para a indugdo de embrides somaticos em
ECS oriundas de protoplastos de C. canephora.

Tratamentos T7 T8 T9
Macronutrientes 14 MS 14 MS 14 MS
Micronutrientes 114 MS 114 MS 1/4 MS

Acido Abscisico 1M 0.5 uM 0.1 uM
Glicose 5¢gL? 5¢gL? 5¢gL?
Carvao ativado 15¢gL? 15gL? 15¢gL?
Polietilenoglicol 30gL*? 30gL* 30gL*
Agar 12gL*? 12gL* 12 gL?!

2.3.4 Experimento 4

Tabela 4 - Composi¢des do meio de cultura utilizados para a indugdo de embrides somaticos em
ECS oriundas de protoplastos de C. canephora

Tratamentos T10 T11 T12
Macronutrientes 14 MS 14 MS 14 MS
Micronutrientes 14 MS 14 MS 14 MS

Acido Abscisico 1M 0.5 uM 0.1uM
Glicoose 5gL* 5¢gL? 5¢gL?
Carvao ativado 15¢gL? 15gL? 15¢gL?
Agar 12gL*t 12gL*t 12gLt

2.4 Manutencao e avaliacdes dos embrides

ApoOs cinco meses nas condigdes citadas acima, os embriGes em estagios
globular, torpedo, coracdo ou cordiforme obtidos em cada tratamento foram
contabilizados e transferidos para meio de cultura MS (MURASHIGE; SKOOG, 1962),
solidificado com 2,5 gLde phytagel ™ (Sigma-Aldrich), pH ajustado para 5,8. Em
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seguida o material permaneceu em sala de crescimento sob fotoperiodo de 8 horas de
luz, sob intensidade de 40 pmol.m?s™? e temperatura de 27°C + 2, sendo transferidos

para as mesmas condicdes a cada trinta dias.

2.5 Delineamento experimental e Analises estatistica

Para a conducdo do experimento foi utilizado o delineamento experimental
inteiramente casualizado, com 12 repeticdes para cada tratamento. Os dados foram
submetidos a analise de variancia, onde as médias obtidas foram comparadas pelo teste
de Regressdo linear a 95% de confianca, através do programa SISVAR (FERREIRA,
2008).
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1 Viabilidade embriogénica da suspenséo celular embriogénica de protoplastos

Os corantes carmim acético e azul de Evans possibilitaram a identificacdo de
agregados de celulas viaveis com potencial embriogénico nas ECS advindas de
protoplastos, como indicado na figura 14. Materiais que reagem com carmim acético, sao
denominados embriogénicos, pois possuem células integras e caracteristicas especificas
como, formato isodiamétrico e citoplasma denso (REIS, 2010).

Células ndo embriogénicas geralmente possuem formatos alongados devido a
vacuolizacdo, processo inicial da morte celular, que culmina no rompimento da membrana
plasmaética e desintegracao celular. A reacdo com o corante azul de Evans, é um indicativo
de inviabilidade das células, sendo que, a reacdo da-se pela penetracdo do corante através
da membrana plasmatica, que adentra no citoplasma celular e reage com seus componentes
(COSTA, 2015).

Figura 17 - Dupla coloragcdo com carmim acético e azul de evans para identificacdo de
aglomerados de células com viabilidade embriogénica.

Legenda: A, B, C, D: ECS corados com carmim acético (vermelho), indicam viabilidade e
integridade celular e calos corados com azul de Evans (azul) indicam células.
Fonte: Da autora, 2022.

3.2 Regeneracdo embriogénica de protoplastos de C. canephora

Apdbs um periodo de cinco meses em que a ECS de protoplastos de C. canephora
foram inoculados para a indugdo embriogénica, foi verificado presenca de embrides
somaticos no experimento 1, quando foi utilizado a sacarose 30 gL* como carboidrato
(Figura 15.a.). Em experimentos com 50gL™ de sacarose, o material apresentou

coloracdo amarela, aspecto friavel, havendo intensa multiplicacdo do material e
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auséncia de embriGes somaticos (Figura 15.b).

E sabido que a sacarose € o carboidrato mais utilizado na cultura de tecidos, no
entanto a concentragdo pode influenciar diretamente nos processos de iniciacdo e
diferenciacdo dos embriGes somaticos (GUERRA et al., 1999; REZENDE et al., 2003).
Tais alteracdes na resposta embriogénica foram observadas neste estudo, visto que
quando o calo recebeu uma concentragdo superior de sacarose a 50 gL o material foi
induzido apenas a multiplicacdo. Provavelmente uma concentragéo inferior de sacarose
a 30 gL ndo foi suficiente para induzir intensas multiplicagdes no material, induzindo-
0 a uma situacao de estressante e posterior transformacdo em embrides.

Nos demais experimentos 3 e 4 também nédo ocorreu formagao de embrides e o
material apresentou colora¢do opaca, baixa multiplicacdo e aspecto ndo fridvel, sendo
que estas caracteristicas foram ainda mais acentuadas quando se utilizou
polietilenoglicol no meio de cultura, culminando na auséncia de embrides em ambos 0s

tratamentos (Figura 15.a).

Figura 18 - Inducdo de formacdo de embrides em ECS de protoplastos em diferentes
tratamentos.

Legenda: A:Experimento 1; B: Experimento 2; C: Experimento 3; D: Experimento 4.
Fonte: Da autora, 2022.

No experimento 1, no qual foi utilizado 30gL™? de sacarose, verificou-se a
presenca de embriBes somaticos nas diferentes concentracbes de &cido abscisico
utilizadas (0,1; 0,5 e 1 pM), como observado na figura 16. Os primeiros embrides foram
visualizados no quinto més de inoculacdo, havendo maior quantidade no setimo més,
provavelmente devido ao maior periodo de exposi¢cdo ao acido abscisico, que atua na
inducdo de proteinas relacionadas ao processo de formacdo do embrido somaético
(FEHER, 2015; ALMEIDA, 2020).

Na busca pela concentracdo ideal de &cido abscisico para a inducdo da
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regeneracdo de ECS de protoplastos em embriGes somaticos, foi realizado neste
experimento a quantificagdo dos embrides obtidos, no entanto ndo houve diferengas
entre 0 nimero de embrides em relagdo a concentracdo de acido abscisico, como
observado na figura 17. Este resultado indica que neste caso, doses baixas ou pequenas
concentragdes hormonais, foram suficientes para estimular e desencadear redes
sinalizadoras internas na célula que culminam em uma resposta embriogénica.

As alteracGes do estado somaético para o embriogénico estdo relacionadas a aco
de genes que codificam proteinas envolvidas em sinaliza¢cbes hormonais e respostas a
estresses, tais genes ja foram identificados como analogos entre o desenvolvimento de
embries somaticos e zigoticos (AGUILAR-HERNANDEZ, 2018; FEHER, 2015).
Sabe-se que embrifes somaticos sdo estimulados a se desenvolver e amadurecer in vitro
sob estresses, como calor, deplecdo de nutrientes e estresse hidrico, neste sentido,
concentracdes especificas do horménio vegetal acido abscisico adicionados ao meio de
cultura pode induzir a formagdo de embrides somaticos de ECS de protoplastos
(OCHATT et al., 2016; VALENCIA-LOZANO, 2021).

Figura 19 - Inducéo de formagdo de embrides em ECS de protoplastos em 30 gL de

sacarose e diferentes concentracdes de ABA.
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Legenda: A: Embrides em meio de cultura enriquecido com 0,1 uM de acido abscisico; B:
EmbriGes em meio de cultura enriquecido com 0,5 uM de acido abscisico; C: Embrides em
meio de cultura enriquecido com 1 uM de écido abscisico.

Fonte: Da autora, 2022.

Figura 20 - Numero de embrides somaticos em meio de cultura contendo diferentes
concentragdes de acido abscisico
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Legenda: NUmero de embrides regenerados de ECS de protoplastos em 30 gL de sacarose e
diferentes concentragdes dee &cido abscisico.
Fonte: Da autora, 2022.

A regeneracdo de protoplastos, é altamente dependente dos componentes
utilizados no meio de cultura e a regeneracao inicial elucidada neste estudo pode ser um

grande avanco para viabilizar a cultura de protoplastos na espécie Coffea, visto que
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existe grande dificuldade de regeneracdo de ECS de protoplastos na espécie do cafeeiro
(SCHOPKE, 1987). No entanto é importante ressaltar que, embora tenha sido obtido
embrides no experimento 1, estas médias ainda sdo baixas, tal fato pode ser explicado
pelo periodo extenso em que o material foi isolado e inoculado in vitro, visto que, 0
extenso periodo in vitro pode ocasionar a perda de potencial embriogénico do material
(TAKAMORI, 2014; PASTERNAK et al., 2020; EECKHAUT, et al., 2013).



58

4 CONCLUSOES

Os resultados discutidos neste estudo demonstram que a adicdo de hormonios
presentes no desenvolvimento de embrides zigdticos podem ser chave para a formagéo
de embribes somaticos. Neste caso, a adicdo de acido abscisico (1; 0,5 e 0,11 puM) no
meio de cultura, juntamente com carvio ativado e sacarose (30 gL™) promoveu a
formacdo de embriGes somaticos em ECS obtidos de protoplastos de C. canephora
(clone 14), técnica considerada extremamente complexa para a espécie do cafeeiro.
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CONSIDERACOES FINAIS

Baseado nos resultados discutidos, é possivel afirmar que a embriogénese
somatica direta € uma técnica vantajosa para a regeneracdo de plantas geneticamente
transformadas, considerando o menor periodo para a obtencdo do embrido. Clone 2
mostrou grande desempenho na frequéncia e nimero de embriGes produzidos quando
comparado aos demais clones investigados neste estudo, indicando ser um clone ideal
para programas de edigdo genética em C. canephora.

Para a inducdo de embriGes somaticos a partir de suspensdo de protoplastos, o
acido abscisico juntamente com doses especificas de sacarose foram primordiais,
viabilizando o uso da técnica para estudos de edicdo genética de C. canephora. No
entanto, novos pesquisas relacionadas ao aumento da producdo embriondria e seu

posterior amadurecimento ainda sejam necessarios.



