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RESUMO: A obtengdo de protoplastos de fungos, utilizando-se enzimas degradadoras de parede celular, tem
sido o método mais utilizado em processos de transformacdo genética. Foram testados dois tipos de estruturas flngicas
(micélio e conidios), diferentes concentragdes enzimaticas (5, 10, 20 mg), estabilizadores osméticos (NaCl 0,7 mol.L! pH
5,7; (NH,),SO, 1,2 mol.L! pH 5,8; KCI 0,7 mol.L! pH 5,8; MgSO, 0,7 mol.L! pH 5,5; Sacarose 0,5 mol.L! pH 5,7;
SorbitoL 0,6 mol.L"' pH 5,7) e seis tempos de exposi¢io dos protoplastos ao sistema litico, para estabelecer condi¢des
otimizadas de obteng@o e regeneracdo de protoplastos de Colletotrichum gloeosporioides, agente relacionado a mancha
manteigosa em cafeeiros. Protoplastos de C. gloeosporiodes foram obtidos em maior quantidade quando o micélio foi
exposto durante 4 horas, com 10 mg.mL" de Lysing Enzime em KCI 0,7 mol.L" que se apresentou como melhor
estabilizador osmético, com frequéncia de regeneracdo de 11,64%.
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INTRODUCAO

A mancha manteigosa, relacionada ao fungo
Colletotrichum gloeosporioides, ¢ uma doenca cujos
principais sintomas sdo observados em folhas e
frutos de café (Coffea arabica), pelo aparecimento
de manchas de coloragdo verde-claro com aspecto
oleoso, as quais, em estddios avancgados, evoluem
para lesdes necréticas, causando queda prematura
das folhas (MANSK; MATIELLO, 1977). Esta é
uma doenca de grande importancia nas lavouras em
que ocorre, devido a destruicdo completa da planta e
ainda hoje ndo esclarecida quanto a sua infeccdo e
coloniza¢do (PEREIRA et al., 2009).

No Brasil, o género Colletotrichum,
associado ao cafeeiro, além de relacionado com a
mancha manteigosa, causa doengas como a
antracnoses em folhas, ramos e frutos e a seca de
ponteiros (OROZCO, 2003). Virios sdao os estudos
sobre o patossistema Colletotrichum x cafeeiro.
Recentemente, técnicas de transformacdo genética
tém sido exploradas objetivando desvendar passos
sobre a transmissibilidade e a variabilidade do
fitopatégeno.

Transformacdo  genética refere-se ao
processo de inser¢do de fragmentos de DNA
exégeno em uma célula hospedeira, com a
finalidade de promover a alteracdo genética do

organismo receptor, ou a expressdo de tal DNA,
permitindo assim o estudo de aspectos da biologia
molecular de organismos vivos (MULLINS;
KANG, 2001). A preparacdo de protoplastos a partir
de células fingicas utilizando vdérias enzimas
degradadoras da parede celular ¢ um método
comumente usado na preparacdo de células para a
transformacao (ZANETTE, 2007).

Protoplastos sdo células desprovidas de
parede celular, tornando-as receptoras e permeaveis
a entrada do DNA exdégeno. Especialmente em
fungos filamentosos, que apresentam espessa parede
celular, a protoplastizacdo parece ser uma etapa
essencial para uma transformacdo bem sucedida
(POSSIEDE, 2004).

Segundo Peberdy (1991) dentre os
principais fatores envolvidos na protoplastizacdo
sdo: a) o estado fisiolégico das células a serem
convertidas em protoplastos; b) o estabilizador
osmdtico que deve proporcionar um alto rendimento
de protoplastos; ¢) o composto litico utilizado, que
pode influenciar tanto na obtengcdo como na
regeneracdo dos protoplastos.

Diante das perspectivas apresentadas,
objetivou-se estabelecer um protocolo para obtencao
de protoplastos de C. gloeosporioides, analisando
concentracoes do sistema litico, tipos de
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estabilizadores osmoticos, tempos de
protoplastizacdo e regeneracio destes.

MATERIAL E METODOS

Colletotrichum gloeosporioides

Foi utilizado o isolado IS1, pertencente a
cole¢do micoldgica do Laboratério de Diagnose e
Controle de Doencas de Plantas, Departamento de
Fitopatologia da Universidade Federal de Lavras
(Lavras, MG, Brasil).

O isolado foi mantido em meio de cultura
MEA (Extrato de malte 2% - Agar), em camara de
crescimento a £25°C e fotoperiodo de 12 horas.

Obtencao de protoplastos

Para a obtencdo dos protoplastos, 1 mL de
suspensdo de 2x10° conidios.mL" foi transferida
para meio malte liquido (Extrato de Malte - Agua
Destilada Autoclavada), sob agitacdo a 120 rpm.
Ap6s 24 horas de incubag@o, o micélio foi filtrado e
lavado por duas vezes em estabilizador osmético.
Como procedimento padrio para protoplastizagdo, a
cada 100 g de micélio timido, utilizou-se 3 mL de
estabilizador osmoético. Posteriormente, a suspensdo
foi submetida a agitacdo a 70 rpm em temperatura
ambiente. Para garantir maior confiabilidade foram
realizados dois ensaios, no qual para cada
tratamento  foi  aplicado  quatro  unidades
experimentais (erlenmeyer 25 mL). Os protoplastos
foram observados ao microscépio Gtico e
quantificados em cdmara de Neubauer.

Tipos de estabilizadores osméticos

Foi verificada a eficiéncia dos seguintes
estabilizadores osméticos comumente utilizados na
protoplastizacdo de fungos filamentosos: NaCl 0,7
mol.L" pH 5,7; (NH,),SO4 1,2 mol.L" pH 5,8; KCl
0,7 mol.L"' pH 5,8; MgSO, 0,7 mol.L" pH 5.5;
Sacarose 0,5 mol.L" pH 5,7; Sorbitol 0,6 mol.L"
pH 5,7 e o controle (dgua destilada esterilizada).

Digestao do micélio - Concentracio da enzima
litica

Para estabelecer a melhor relagdo massa
micelial x enzima, foram utilizadas trés
concentracdes da enzima litica (Lysing enzymes,
Sigma # L 1393) para a digestdo do micélio: 5, 10 e
20 mg.

Tempo de exposicao dos protoplastos ao sistema
litico

Detectada a
litico/concentragdo
osmético  mais

combinacdo sistema
enzimatica/estabilizador
eficiente,  monitorou-se a
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protoplastizacdo em fun¢do do tempo de incubacio.
O tempo de exposi¢do do material ao sistema litico
foi monitorado a cada 60 minutos, em um periodo
total de seis horas. Apds o término do tempo de
incubagdo foi determinado o ndmero de protoplastos
produzidos utilizando-se cAmara de Neubauer.

Tipo de material fiingico

Foram analisados dois tipos de estruturas
fingicas para obtenc@o dos protoplastos: conidios e
micélio de C. gloeosporioides obtidos de coldnias
com sete dias de crescimento a 25°C e fotoperiodo
de 12 horas.

Regeneracio dos protoplastos

A regeneracdo dos protoplastos foi realizada
plaqueando-se 500 pL da suspensdo de protoplastos
em 15 mL de Meio Completo (0,1% Extrato de
Levedura, 0,1% Caseina Hidrolisada, 34,2%
Sacarose, 1% Agar Granulado) e Meio MEA (25%
Extrato de Malte, 5% Agar,) acrescido de um dos
estabilizadores KCI 0,7 mol.L"" NaCl 0,7 mol.L",
Sacarose 0,56 mol.L" ou Sorbitol 0,6 mol.L™". Os
protoplastos foram incubados por 48 horas, a + 25
°C e fotoperiodo de 12 horas. Como controle foi
utilizado somente meio completo e meio MEA, sem
a adicdo de um estabilizador osmético. A
regeneracdo dos protoplastos foi calculada de
acordo com a férmula: Regeneracdo (%) = (A-B) /
C x 100, onde A é o nimero de colonias nos
tratamentos testados, B € o numero de colOnias
desenvolvidas no controle, ¢ C o numero de
protoplastos plaqueados.

Andlise dos dados

Utilizando o programa estatistico Sisvar
(FERREIRA, 2000) os dados foram inicialmente
avaliados pela andlise de varidncia e teste F. A
comparacdo entre as médias, quando o valor de F foi
significativo, foi feita pelo teste de Scott & Knott
(1974), a 5% de probabilidade. Os gréficos foram
elaborados por meio da versdo demonstrativa do
aplicativo Sigma Plot 11.0 (Systat Software Inc).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Foi possivel observar com clareza a
diferenca entre os estabilizadores osmoéticos na
protoplastizacdo de C. gloeosporoides. Os melhores
resultados para a liberacdo de protoplastos de C.
gloeosporioides, foram obtidos utilizando KCI 0,7
mol.L"! e NaCl 0,7 mol.L", com 2,7x10° e 1,5x10°
protoplastos.mL™', respectivamente (Figura 1).

O estabilizador osmético é um componente
importante no processo de protoplastizacdo, pois
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deve promover condigdes favordveis para a

atividade enzimdtica e, principalmente, apds a
remocdo da parede celular, o soluto deve garantir a
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integridade da célula até a sintese da nova parede
(MARCHI et al., 2006).
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Figura 1. Média da produg@o de protoplastos de Colletotrichum gloeosporioides em diferentes estabilizadores
osmoticos. Colunas seguidas das mesmas letras ndo diferem pelo Teste de Scott-Knott, P<0,05. Barra

representa o erro padrdo da média.

Resultados semelhantes, utilizando sais
como estabilizadores osmoéticos na protoplastizagdo
de C. lindemuthianum foram relatados por Ishikawa
et al. (2010), que obtiveram 9,6 x 10’ e 8 x 10’
protoplastos.mL'1 utilizando NH,C1 0,6 mol.L"' e
NaCl 0,37 mol.L", respectivamente.

Constatou-se maior eficiéncia entre os
estabilizadores salinos aos compostos por acucares.
Segundo Lalithakumari (1996), sais inorganicos sdo
preconizados como mais eficientes para a
protoplastizacdo de fungos filamentosos, enquanto
acicares ou agudcares-dlcoois como  mais
apropriados para a liberacdo de protoplastos de
leveduras.

Nao foi verificada diferencas na utilizacao
das trés concentragdes testadas das enzimas liticas
na obten¢do dos protoplastos de C. gloeosporioides.
Mesmo ndo demonstrando um incremento na
protoplastizacdo de C. gloeosporioides, Ishikawa
(2010), Lalithakumari (1996) e Marchi (20006),
relatam o aumento na producdo de protoplastos
quando usado niveis elevados de enzimas liticas,
porém podendo ocorrer também a lise das células,
tornando-se téxico a estas.

Em relacdo ao tipo de estruturas fingicas,
nio houve producdo de protoplastos quando

utilizados conidios do fungo, mesmo estes tendo
sido submetidos a diferentes tempos de exposicao e
condi¢cdes favordveis de protoplastizacdo. Quando
foram utilizadas hifas de C. gloeosporioides, houve
producdo de protoplastos, a partir de duas horas de
exposicdo. Zanette (2007), trabalhando com
protoplastos de Colletotrichum sublineolum também
demonstrou a ineficiéncia da enzima litica na
digestdo de paredes das células conidiais do
patdégeno, independente do tempo de exposicio,
porém, quando o tratamento ocorreu em hifas,
foram obtidos até 5,5x10° protoplastos. mL™"'. Este
evento pode ser compreendido pelo fato da parede
celular dos conidios ser mais espessa em relacdo a
das hifas, e de composi¢do distinta, o que exige
combinacdes de enzimas mais complexas. Testes
com a enzima Glucanex sobre conidios de C.
sublineolum foram bem sucedidos alcangando a
produgio de 2,7x10° protoplastos.mL™.

A protoplastizacdo de C. gloeosporioides foi
monitorada a cada 60 minutos por um periodo de 6
horas. Quando atingido o intervalo entre quatro e
cinco horas de exposicdo, ocorreu o maximo de
producio de protoplastos havendo a liberacdo média
de 5,1x10° protoplastos. mL™(Figura 2); apés esse
intervalo o nimero de protoplastos decresce, e os
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que permanecem no meio, tornam-se deformados
devido a exposi¢do excessiva a enzima. Em diversos
microrganismos tem-se reportado a importancia do
tempo de exposi¢do destes as enzimas liticas sobre a
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liberag@o de protoplastos, e de sua correlagdo com a
concentracdo da enzima (LONGO et al., 1995,
TEBEEST; WEIDEMANN, 1990).

—— N° Protoplast = - 0,5025 h” + 4,2831 h - 4,5174 R* = 0,48** (n=24)
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Figura 2. Numero médio de protoplastos de Colletotrichum gloeosporioides em fung¢do do tempo de hidrélise

enzimitica, utlizado o estabilizador KC1 0,7 mol.L"' pH 5,8 e 10 mg de Lysing enzime.

Os protoplastos de C. gloeosporioides
obtidos foram aptos a regenerar formando micélio
quando semeados em meio de cultivo. A maior
porcentagem de regeneracdo foi obtida com

protoplastos gerados ap6s 3 horas de hidrélise
enzimdtica, utilizando como meio de regeneragdo:
meio completo acrescido do estabilizador osmético
KC10,7 mol.L"! pH 5,8. (Tabela 1).

Tabela 1. Porcentagem de regeneragdo de protoplastos de C. gloeosporioides em meio completo (MC) e meio
malte (MEA) acrescidos de diferentes estabilizadores osmoticos.

Meios de regeneraciao

% de regeneracio

MC+KCl
MC+NaCl
MC+Sacarose
MC+Sorbitol
MEA+KCI
MEA+NaCl
MEA-+Sacarose
MEA-+Sorbitol

11,64 a
5,85b
5,77b
6,69 b
8,32b
6,28 b
6,89 b
5,85b

Meédias seguidas de mesma letra ndo diferem estatisticamente, pelo teste Scott-Knott, P<0,05.

A frequéncia de regeneracio obtida em cada
experimento estd relacionada a enzima litica e ao
tampao osmotico utilizados no experimento. Para
que sejam funcionais nos estudos de fungos

filamentosos, os protoplastos sdo requeridos em
grande ndmero, e principalmente apresentem boa
capacidade regenerativa. Contudo, as taxas de
regeneracdo e reversdo sido dependentes da espécie
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flingica, em geral ndo atingem 100%. Portanto, o
aprimoramento de protocolos deve enfatizar a
necessidade de determinar os fatores-chave da
protoplastizagdo, para alcangar resultados bem
sucedidos (FARINA et al., 2004).

Apesar de diversos trabalhos demonstrarem
a maior eficiéncia de estabilizadores osméticos
oriundos de actcares na regeneracdo de fungos
filamentosos como, por exemplo, 5% de
regeneragdo para protoplastos de C. lindemuthianum
utilizando sacarose 0,56 mol.L"! (ISHIKAWA et al.,
2010) e 0,084% para Phaeoisariopsis griseola
também com sacarose 0,6 mol.L' (GONZAGA et
al., 2008), para C. gloeosporioides a adi¢dao de KCl
0,7 molL' ao meio completo resultou em
incremento na regeneragao.

Como a liberagdo de protoplastos &
extremamente sensivel as condigdes fisioldgicas do
micélio, é comum observar certa variacdo no
nimero obtido entre diferentes ensaios, em funcao
de fatores ndo controlados, como condicdo
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fisiol6gica do esporo, oscilagdo da temperatura do
ambiente de cultivo, etc. O importante € gerar um
nimero elevado de protoplastos, uma vez que uma
maior quantidade destes é fundamental para a
eficiéncia do  processo de  transformacdo
(ALMEIDA et al., 2008).

Portanto, um protocolo bem sucedido para
obtencdo e regeneragdo de protoplastos de C.
gloeosporioides, isolado de cafeeiro, inclui as
seguintes condi¢des ideais: utilizacdo de micélio de
C. gloeosporioides em estabilizador osmético KCl
0,7 mol.L"', concentragio de 10mg.mL™" de Lysing
enzime, tempo médio de hidrélise enzimdtica de 4
horas e meio de crescimento completo com adicio
de KC1 0,7 mol.L"' para regeneraco.
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ABSTRACT: The isolation and regeneration of protoplasts from fungal cells, using several cell wall degrading

enzymes, has been the most common method to prepare competent cells for genetic studies of filamentous fungi. In this
work two types of fungal structures, different enzyme concentrations (5, 10, 20 mg), osmotic stabilizers (NaCl 0,7 mol.L"
pH 5,7; (NH,4),SO,4 1,2 mol.L! pH 5,8; KC10,7 mol.L! pH 5.8; MgS0O, 0,7 mol.L! pH 5.5; Sacarose 0,5 mol.L! pH 5,7;
Sorbitol 0,6 mol.L"' pH 5,7), and six exposure times to establish optimum conditions of isolation and regeneration of
protoplasts of Colletotrichum gloeosporioides, agent of blister spot on coffee, were tested. Protoplast of C. gloeosporioides
were obtained in greater quantities when the mycelium was exposed for 5 hours with 15mg.mL" of Lysing Enzyme in 0.7
mol.L " of KCI as osmotic stabilizer, presenting a regeneration rate of 11.64%.

KEYWORDS: Protoplasts. Enzymatic digestion. Stabilizers.
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