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Resumo

A tecnologia de isolamento de protoplastos é uma importante ferramenta para estudos da bioquimica e fisiologia da
membrana plasmatica e regeneragio da parede celular. Protoplastos de laranja “Caipira” (Citrus sinensis L. Osbeck) foram
enzimaticamente isolados a partir de células em suspensio e posteriormente cultivados em meio liquido. Este trabalho
teve por objetivo avaliar a viabilidade de protoplastos de laranja “Caipira” recém isolados por meio do corante Diacetato
de Fluoresceina (FDA), em que se observou 95% de protoplastos fluorescendo. Por intermédio da técnica de microscopia
eletrdnica de varredura, observou-se protoplastos recém isolados da variedade laranja “Caipira”. Utilizou-se o corante
Calcofluor White (CFW) para visualizar a parede celular regenerada em protoplastos com oito dias de cultivo da mesma
variedade citada, em que se observou a presenca de parede celular por meio de um anel azulado de intensa fluorescéncia.

Palavras-chave: Protoplastos. Cultura de células. Microscopia de fluorescéncia e varredura. Citrus.
Fluorescence and scanning electron microscopy of citrus sinensis protoplasts

Abstract

Thetechnologyofprotoplastsisolationisanimportanttoolforstudies of plasmaticmembranebiochemistryand physiologyand cellwall regeneration.
Protoplastsof “Caipira” sweet orange (Citrus sinensis L. Osbeck ) were enzymatically isolated from cells in suspension and subsequently cultured
in liquid medium. This study aimed to evaluate the viability of protoplasts of “Caipira” sweet orange freshly isolated by the Fluorescein Diacetate
(FDA) stain, which showed 95% of fluorescing protoplasts. Through the technique of scanning electron microscopy, itwas observed protoplasts of
“Caipira” sweet orange freshly isolated. It was used Calcofluor White (CFIWW) fluorescent stain to visualize the cell wall regenerated protoplasts

after 8 days following culture of the above-mentioned variety, wherein was observed the cell wall through a bright blue ring intense fluorescence.
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1 INTRODUCAO

Como os protoplastos sio desprovidos de parede celular, eles sio muito tteis para o estudo
do papel da membrana plasmadtica no processo de fusio de protoplastos, biossintese de celulose e

regeneracio da parede celular com a deposigio de microfibras de celulose (PHANSIRI et al., 1992).

O laboratério de Biotecnologia Vegetal do Centro de Energia Nuclear na Agricultura —
Universidade de Sio Paulo (CENA/USP) vem trabalhando hd mais de 10 anos em experimentos de
isolamento, cultura e fusio de protoplastos, visando ao aperfeigopamento de Citrus. Trabalhos de fusio
de protoplastos tém sido de grande importincia para o melhoramento de variedades de Citrus, em
razio das caracteristicas da biologia reprodutiva desse género e seus parentais, como esterilidade de
pdélen e 6vulo, longa fase juvenil, incompatibilidade sexual, poliembrionia nucelar e alta heterozigose
(VARDI; SPIEGEL-ROY; GALUN, 1974; VARDI, 1981; VARDI; SPIEGEL-ROY, 1982; LING;
NITO; TWAMASA, 1989; VARDI; GALUN, 1989; GROSSER; GMITTER JUNIOR, 1990b;
MELLO-FARIAS, 2005) que dificultam a obtengio de resultados promissores em programas de
aprimoramento convencional. O sucesso no isolamento de protoplastos depende basicamente das
condicoes do tecido e da combinagio de enzimas utilizadas (GLEDDIE, 1995; MELLO-FARIAS,
2005).

Com o objetivo de avaliar o protocolo de isolamento e cultura de protoplastos utilizado por
Grosser e Gmitter Junior. (1990b), para variedades citricas brasileiras, foram feitos testes de viabilidade
de protoplastos recém isolados por meio de Diacetato de Fluoresceina (FDA) e protoplastos cultivados
por oito dias por meio de Calcofldor White (CFW).

O avango da cultura de tecidos de plantas tem propiciado muitas técnicas para conservagao,
propagagio e aperfeicoamento genético de plantas terrestres comercialmente importantes (KARTHA,
1985; POLLARD; WALKER, 1990). Nesse contexto, os protoplastos sio um material experimental
com grande potencial para maltiplas manipulagoes in vitro (PASZKOWSKI et al., 1992; PUITE, 1992;
MELLO-FARIAS, 2005), ¢ para o entendimento dos processos celulares e moleculares, incluindo
aqueles envolvidos na tolerancia ao estresse ambiental (POTRYKUS; SHILLITO, 1988; PUITE,
1992; MELLO-FARIAS, 2005). O conhecimento dos mecanismos ecofisioldgicos envolvidos na

resisténcia ao estresse pode auxiliar na formulagio de estratégias do manejo de plantas.

Protoplastos isolados tém sido utilizados com sucesso para o estudo do mecanismo de transporte
de fons na membrana plasmitica de Zostera muelleri (GARRIL; TYERMAN; FINDLAY, 1994).

Teoricamente, nao hi razdes para que algumas técnicas nao sejam estendidas para outras espécies.

O presente estudo foi realizado com a finalidade de fornecer um protocolo aprimorado, para
produzir protoplastos vidveis de laranja “Caipira” (Citrus sinensis L. Osbeck), com regeneracio da
parede celular, para posteriores estudos fisiolégicos e bioquimicos, e para o desenvolvimento de um

sistema de regenerac¢ao mais eficiente para citros.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 MATERIAL BOTANICO

Foram utilizados protoplastos recém isolados a partir de cultura de células em suspensio, da
variedade laranja “Caipira” (Citrus sinensis L. Osbeck). As culturas de células em suspensio foram
obtidas a partir de calos nucelares e mantidas sob agitagio de 100 rpm, no escuro e sob temperatura de
27 = 2°C. O subcultivo em meio liquido foi realizado a cada 14 dias, onde se recolheu em tornode 1 g
de células em suspensio e se cultivou em novo meio liquido EME. Os protoplastos foram observados
durante o isolamento, cultivo e experimentos de fluorescéncia por meio do microscépio invertido
Zeiss, modelo Axiovert 200.

2.2 ISOLAMENTO DE PROTOPLASTOS

Foi realizado por meio da utilizagao de solugio enzimadtica, constituida por Manitol (0,7 M),
CaCl, (24,5 mM), NaH PO, (0,92 mM), M.E.S. (6,15 mM), 1% Celulase Onozuka R.S. (Yakult),
1% Macerase (Yakult Honsha) e 0,2% Pectoliase Y-23 (Seishin), pH 5,6. O isolamento foi realizado
utilizando-se 2 mL de soluc¢io enzimadtica por 500 mg de células em suspensio, diluindo-se em 2 mL
de meio de cultura BH3 0,7 M (MOURAQ-FILHO, 1995). Esse procedimento ocorreu por agitagio

a 40 rpm, durante 16 horas no escuro a 27 * 1°C.

2.3 PURIFICACAO DE PROTOPLASTOS

Ap6s o isolamento, passou-se a solu¢ao contendo os protoplastos por uma membrana de nylon
de 50 um com o objetivo de remover células nao digeridas e restos de parede celular. A solu¢io filtrada
foi colocada em tubo e centrifugada a 100 g por 5 min. Removeu-se o sobrenadante com pipeta de
Pasteur. Ressuspendeu-se cuidadosamente o “pellet” em 5 mL de solugaio CPW com 25% de sacarose
(GROSSER; GMITTER JUNIOR, 1990a). Sobre a solugio de sacarose com protoplastos adicionou-
se vagarosamente 2 mL de solugio de CPW com 13% de manitol. Centrifugou-se por 6 min a 100 g,
sem freio. Apds a centrifugacio formou-se uma banda entre as duas solugdes contendo protoplastos
purificados. Cuidadosamente, removeram-se os protoplastos da interface sacarose-manitol com o
auxilio de uma pipeta de Pasteur e colocou-se em tubo de centrifuga, com aproximadamente 2 mL
de meio de cultura BH3 0,7 M. Centrifugou-se por 5 min a 100 g. Apés, retirou-se o sobrenadante
e colocou-se meio de cultura BH3 de forma a obter uma solugio com alta densidade de protoplastos
(5x 10°).
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2.4 TESTE DE VIABILIDADE DE PROTOPLASTOS POR MEIO DE DIACETATO DE
FLUORESCEINA (FDA)

A solucio estoque de FDA foi preparada de acordo com Evans e Bravo (1983); Power et al.
(1989); Carneiro e Conroi (1990), em que se adicionou 5 mg de FDA por mL de acetona. Colocou-se
uma gota da solugio estoque em 10 mL de meio de cultura CPW com 13% de manitol. Misturaram-
se volumes iguais de solugio de FDA com uma suspensio densa de protoplastos em meio de cultura.

Apdbs 5 min, examinou-se o material em microscépio invertido sob luz ultravioleta.

2.5 CULTIVO E REGENERACAO DE PROTOPLASTOS

Protoplastos purificados foram cultivados na densidade de 2 x 10° protoplastos.mL"! em meio
de cultura EME 0,7 M em auséncia de luz, a 25 = 1°C (GROSSER; GMITTER JUNIOR, 1990a).
Aos 30 dias de cultivo, iniciou-se a redugio da pressio osmdtica, adicionando-se 10 a 12 gotas do
meio de cultura 1:1:1 (viviv), 1 parte de BH3 0,6 M, 1 parte de EME 0,6 M e 1 parte de EME 0,146
M, transferindo-se a cultura para baixa iluminagio. Em subcultivos posteriores (a cada 20 a 30 dias),
quando a cultura de protoplastos ji estava mais vigorosa, formando microcalos, adicionaram-se as
microcoldnias o meio de cultura 1:2 (v:v), o qual é composto por 1 parte do meio de cultura BH3
0,6 M e 2 partes de EME 0,146 M. Aos 90 dias de cultivo, foi avaliado o nimero de microcalos com
1-2 mm de didmetro, transferindo-os para placa de Petri (100 x 15 mm), contendo o meio de cultura
semiss6lido EME suplementado com 25 g. L de sacarose, a qual foi dividida em 8 campos, para facilitar
a contagem das colonias. O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado, com

trés repeticoes, sendo cada repetigio constituida por uma placa de isolamento.

2.6 MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA

De acordo com Fowke (1995), ¢ importante que os protoplastos sejam mantidos sempre
cobertos com liquido em todas as etapas do procedimento. A estrutura celular é destruida se ocorrer
desidrata¢io. Foi utilizado o microscépio eletronico de varredura da marca Zeiss, modelo DSM
940A.

2.6.1 Fixacao
Fixaram-se pequenas amostras de aproximadamente 1 mm® em 3% de glutaraldeido dissolvido
em tampao cacodilato de s6dio 0,05 M com pH 7,2 por uma hora i temperatura ambiente.

Protoplastos vegetais em suspensio foram fixados por intermédio de centrifugacio a 100 g em
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meio de cultura com potencial osmético apropriado em solugio de glutaraldeido 3%. O glutaraldeido
foi diluido em meio de cultura e sua concentragio final foi de 1%. Trocou-se o fixador por glutaraldeido
3% no mesmo tampio por duas horas a temperatura ambiente. Trocou-se o fixador por tampio 0,05
M colocando-se em gelo. Repetiu-se esse procedimento por trés vezes no periodo de 1 a 12 horas, a
0 °C. Fixou-se posteriormente em 1% de “OsO,” no mesmo tampao a temperatura ambiente durante
o periodo da noite, a 0 °C. Enxaguou-se duas vezes com agua destilada por mais de 30 min a 0 °C.
Os protoplastos fixados foram aderidos a uma laminula de vidro que se encaixa no aparelho Secador
de Ponto Critico. As laminulas foram preparadas pingando-se 1 gota de poly-L-lysine (1 mg/ml),
enxaguadas em agua destilada e secadas a temperatura ambiente. Colocou-se 1 gota de suspensio de
protoplastos na laminula, esperou-se 5 a 10 min, removeu-se o excesso de suspensiao e mergulharam-

se as laminulas em dgua destilada.
2.6.2 Desidratacao e Secagem

Transferiram-se as amostras gradualmente para dlcool absoluto com aumentos de 10%, a cada
15 min e deixou-se por 2 horas a 0 °C com duas trocas. Transferiu-se o material para pequenos
recipientes porosos a temperatura ambiente. Secou-se no aparelho Secador de Ponto Ciritico, de
acordo com Fowke (1995).

2.6.3 Montagem do Material para Microscopia Eletronica

Colocaram-se as laminulas em pequenos suportes de aluminio usando fita adesiva de dupla
face. Cobriu-se o material com ouro por meio do aparelho Metalizador e examinaram-se as amostras

no microscépio eletrdnico de varredura.

2.7 TESTE PARA VISUALIZACAO DA PAREDE CELULAR POR MEIO DE CALCOFLUOR
WHITE (CFW)

A solugio estoque foi preparada segundo Power et al. (1989), pela adigio de 0,1% (p/v) de CFW
em 0,4 M de sorbitol. Adicionou-se uma gota da solugio estoque a uma gota de protoplastos em meio

de cultura. Esperou-se 1 min e observou-se em microscépio invertido sob luz ultravioleta.
3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Ap6s o periodo de 16 horas de incubagio, uma grande quantidade de protoplastos foi obtida
a partir de células em suspensio da variedade laranja “Caipira” (Citrus sinensis L. Osbeck), quando,
entio, foram purificados. Foi constatada uma alta eficiéncia no isolamento de protoplastos, 95% de

células viaveis, como pode ser observado na Fotografia 1.
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Fotografia 1:
Protoplastos  isolados e
purificados  de  laranja
“Caipira” (20x) (barra =
10pm)

Um dos testes mais frequentemente utilizados para se estimar a viabilidade de protoplastos é
com o uso de Diacetato de Fluoresceina (FDA), de acordo com Bengochea e Dodds (1987).

Sendo este um composto nao fluorescente (POWER et al., 1989), ele passa livremente através
da membrana plasmaitica, porém, somente em protoplastos vivos as moléculas sao liberadas pela a¢io
de esterases (AMANO et al., 2003). Normalmente, sob observagio em microscépio de fluorescéncia,
as células vidveis com intensa fluorescéncia sio contadas em relagio ao ntmero total de células, dessa
forma é determinada a taxa de células vidveis.

A clivagem resulta na liberagio da fluorescéncia que é retida somente em protoplastos com
a membrana intacta. Por estarem metabolicamente ativos, portanto vidveis, os protoplastos sio
visualizados com luz ultravioleta pela fluorescéncia de coloragio verde acumulada na membrana
(POWER et al., 1989).

Com o objetivo de avaliar a viabilidade dos protoplastos isolados, utilizou-se a técnica do
corante FDA e verificou-se uma alta porcentagem de protoplastos vidveis, como pode ser visto na

Fotografia 2, que mostra aproximadamente 95% dos protoplastos fluorescentes.
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Fotografia 2:

Protoplastos de laranja
“Caipira” ap0s tratamento com
FDA, sob luz ultravioleta (20x)
(barra = 10um)

Por meio da utilizagio de microscopia eletronica de varredura, foram observados os protoplastos
recém isolados da variedade laranja “Caipira”, conforme Fotografia 3. Protoplastos recém isolados
apresentam uma superficie aparentemente regular, com apenas poucas e pequenas projecoes. Na
referida Fotografia, observa-se a auséncia de parede celular e tampouco se detecta algum material
fibrilar. Phansiri et al. (1992) também observaram resultados semelhantes em microscopia eletrénica

de varredura realizada em protoplastos de soja.

Fotografia 3:

Protoplastos recém isolados de
laranja “Caipira”, observados em
microscépio eletrénico de varre-
dura (100x) (barra = 10um)
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Os protoplastos comegam a regenerar nova parede celular dentro de poucas horas apds o
isolamento, entretanto, leva virios dias para completar a biossintese da parede. Esses eventos iniciais
ocorrem na superficie do plasmalema e podem ser observados microscopicamente pelo uso de
Calcofluor White (CFW). Esse corante branco liga-se a parede do material e torna-se de coloragao
azul fluorescente sob luz ultravioleta (POWER et al., 1989; DODDS; ROBERTS, 1995, PHANSIRI
etal., 1992). O CFW liga-se aos glicosideos por meio de B-ligagdes em paredes celulares recentemente
sintetizadas (EVANS; BRAVO, 1983).

No presente trabalho, observou-se alta eficiéncia do corante Calcofluor White na visualizagio
da regeneragao da parede celular de protoplastos isolados da variedade laranja “Caipira” (Citrus sinensis
L. Osbeck) e cultivados por oito dias (Fotografia 4), como também foi observado por Nagata e Takebe

(1970), trabalhando com protoplastos de meséfilo de tabaco.

Fotografia 4:

Células de laranja “Caipira” tratadas
com o corante Calcofluor White, sob luz
ultravioleta, oito dias apds a remogio da
parede celular (10x) (barra = 10um)

A Fotografia 4 ilustra também um
agrupamento de células em processo de
divisao celular, formando pequenas colonias

celulares.

4 CONCLUSAO

A solugio enzimdtica constituida por Manitol (0,7 M), CaCl, (24,5 mM), NaH,PO, (0,92
mM), M.E.S. (6,15 mM), Celulase (Onozuka R.S. 1%), Macerase (1%) e Pectoliase Y-23 (0,2%), foi

eficiente na digestio da parede celular dos protoplastos de citros.

Por meio de Diacetato de Fluoresceina (FDA) verificou-se que 95% dos protoplastos obtidos

eram viaveis.

O protocolo utilizado na preparagio dos protoplastos de citros para serem observados no
microscéopio eletrénico de varredura foi eficiente para se observar as células desprovidas de parede

celular.

Além disso, observou-se que a técnica de regeneragio da parede celular utilizada foi eficiente e
por meio do corante Calcofluor White (CFW) constatou-se a renegeragao da parede celular apés oito

dias do isolamento de protoplastos.
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