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RESUMO

A protoplastizacdo constitui ferramenta importante no estudo de fungos
filamentosos. Acredita-se que a obtencao de protoplastos de Botryosphaeria
spp., ascomicetos causadores de cancro em Eucalyptus spp., possa constituir
caminho paraaumentar o conhecimento sobre esses patdégenos. Por isso, visando
a obteng&o de protoplastos de Botryosphaeria sp., avaliou-se a eficiéncia dos
seguintes sistemas liticos: Glucanex (Novo Nordisk Ltd.), Lysing Enzymes
(Sigma Chemicals Co.), Cellulase Onozuka R-10 (Yakult Biochemical Co.
Ltd.), Cellulase (Sigma Chemicals Co.), Driselase (Sigma Chemicals Co.),
Glucanex + Cellulase Onozuka R10, Lysing Enzymes + Cellulase Onozuka
R10, Driselase + Cellulase Onozuka R10 e Lysing Enzymes + Glucanex.
Detectado o sistema litico mais eficiente, avaliaram-se diferentes concentracoes
de enzimas. Adicionalmente, foram analisados estabilizadores osmaticos a base
de MgSO,, KCI, NaCl, Sorbitol e Sacarose, bem como tempos de protoplas-
tizacdo (1 a 6 horas). Maior producdo de protoplastos foi obtida com o uso
simultaneo de Glucanex e Lysing Enzymes. O uso de 7,5 mg de cada complexo
enzimatico, em 3,5 mL de estabilizador osmético, resultou em maior liberacéo de
protoplastos. O melhor estabilizador osmatico foi MgSO, a1,2 M/NaH,PO, a
0,01 M (pH =5,8). A producéo de protoplastos foi monitorada a cada 60 minutos,
e foi maior com incubacéo por 4 horas. Os protoplastos obtidos foram aptos a
regenerar e reverter a forma hifalica quando plaqueados em meio de regeneragao.
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ABSTRACT

Protoplasts are important biological tools in the research of filamentous fungi.
The isolation of Botryosphaeria spp. protoplasts, etiological agents of canker in
Eucalyptus spp., may be a way to understand these pathogens. Thus, in order to
obtain Botryosphaeria sp. protoplasts, we evaluated the efficiency of the lytic
systems Glucanex (Novo Nordisk Ltd.), Lysing Enzymes (Sigma Chemicals
Co.), Cellulase Onozuka R-10 (Yakult Biochemical Co. Ltd.), Cellulase (Sigma
Chemicals Co.), Driselase (Sigma Chemicals Co.), Glucanex + Cellulase
Onozuka R10, Lysing Enzymes + Cellulase Onozuka R10, Driselase +
Cellulase Onozuka R10 and Lysing Enzymes + Glucanex. When the most
efficient lytic system had been detected different concentrations of enzymes were
analyzed. Additionally, osmotic buffers of MgSO,, KCI, NaCl, Sorbitol and
Sucrose were analysed and their digestion time (1 to 6 hours) was established. The
highest production of protoplasts was obtained when Glucanex and Lysing
Enzymes were used simultaneously. The best protoplast yields were obtained
with 7.5 mg of each enzyme in 3.5 mL of the buffer. The best osmotic buffer was
MgSO, at 1.2 M/NaH,PO, at 0.01 M (pH = 5.8). The protoplast production,
which was monitored every 60 minutes, increased after 4 hours of incubation.
When cultivated in regeneration media, the protoplasts were able to regenerate
and revert to their hyphalic form.

Key words: protoplastization, canker, Eucalyptus sp.

Introducao

Botryosphaeria spp. Ces. & De Not. ocorrem
endofiticamente em Eucalyptus spp., mas também
estdo associadas ao cancro do eucalipto. O cancro de
Botryosphaeria € uma das mais sérias doencas de
Eucalyptus spp. na Africa do Sul (TPCP, 2002). Na
Austrélia, Botryosphaeria sp. € considerado ameaca
significativa para a producéo e sustentabilidade das
plantacdes de Eucalyptus, sobretudo devido ao aumen-
to da uniformidade genética das plantas (Slippers et
al., 2004).

As espécies de Botryosphaeria constantemen-
te associadas ao cancro do eucalipto no Brasil sdo
Botryosphaeria ribis Grossenb. & Duggar e
Botryosphaeria rhodina (Berk. & M.A. Curtis) Arx
(Krugner & Auer, 1997). O cancro de Botryosphaeria
é relevante em cultivos onde ocorre deficiéncia de boro,
relatada como fator de predisposicao ao patdgeno
(Silveira & Higashi, 2003). Tal estresse nutricional tem

sido comum nos plantios de Eucalyptus citriodora
(Silveiraetal., 1998). Adoenca ocorre com freqiiéncia
nos plantios sob solo arenoso no Estado de Sao Paulo
(Krugner & Auer, 1997; Silveiraet al., 1998).

O limitado conhecimento acerca da patogénese
de Botryosphaeria spp. e dos fatores que afetam o
seu desenvolvimento tém dificultado o estabelecimento
de estratégias especificas para 0 manejo da doenca
(Krugner & Auer, 1997).

A protoplastizacdo de Botryosphaeria spp. €
um dos caminhos que podem levar a melhor com-
preensdo desses patdogenos. Com a obtencdo de
protoplastos de Botryosphaeria spp., isto é, células
artificialmente desprovidas de parede, seria possivel,
por exemplo, estabelecer simples e praticos sistemas
de transformacéo genética. Mutantes com patoge-
nicidade alterada poderiam ser obtidos, possibilitan-
do aclonagem e analise de genes relacionados a pato-
génese. Adicionalmente, os protoplastos possibilita-
riam a determinacdo do cari6tipo eletroforético das
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espécies e isolados fungicos envolvidos com o can-
cro do eucalipto, e conseqiientemente inferir sobre a
participacdo do polimorfismo cromossémico como
fonte de variabilidade patogénica na relacéo patogeno-
hospedeiro.

Diante das perspectivas apresentadas, objetivou-
se estabelecer protocolo para a producédo de proto-
plastos de Botryosphaeria sp., analisando tipos e
concentracdes dos sistemas liticos, tipos de estabi-
lizadores osmaticos e tempos de protoplastizacao.

Material e Métodos

Cultivo de Botryosphaeria sp.

O isolado de Botryosphaeria sp., obtido de
planta de Eucalyptus sp. infectada, foi rotineiramente
cultivado em meio de cultura BDA (batata-dextrose-
agar) por 5a 7 dias a 28°C, no escuro. A preservacao
do isolado em curto prazo foi feita por meio de repi-
cagens sucessivas.

Obtencéo dos protoplastos de

Botryosphaeria sp.

Para o isolamento de protoplastos, fragmentos
miceliais de Botryosphaeria sp. foram distribuidos
sobre folha de papel celofane estéril, acondicionada
em placas de Petri contendo meio BDA. Estas placas
foram incubadas a 28°C, no escuro, por 17 horas. O
micélio obtido foi raspado com o auxilio de espatula.

O procedimento padréo para a protoplastizacéo
foi aadicdo do sistema litico em 3,5 mL de estabilizador
osmatico contendo aproximadamente 80 mg de micélio
fresco. Esta mistura foi agitada (100 rpm) a 28-30°C,
por tempo variando de 1 a 6 horas.

Para garantir maior confiabilidade aos resultados,
todos os fatores (tipo e concentracao de enzimas; esta-
bilizador osmético e tempo de digestdo) foram anali-
sados em dois ensaios independentes, e cada trata-
mento foi aplicado em quatro unidades experimentais
(erlenmeyer 25 mL). Os protoplastos foram observa-
dos ao microscépio e quantificados em camara de
Neubauer.

Digestéo do micélio

_25)

Foram testados os sistemas liticos: 1 - Controle
(sem enzima litica); 2 - Glucanex (Novo Nordisk Ltd.);
3 - Lysing Enzymes (Sigma Chemicals Co.); 4 -
Cellulase Onozuka R-10 (Yakult Biochemical Co.
Ltd.); 5 - Cellulase (Sigma Chemicals Co.); 6 -
Driselase (Sigma Chemicals Co.); 7 - Glucanex +
Cellulase Onozuka R10; 8 - Lysing Enzymes +
Cellulase Onozuka R10; 9 - Driselase + Cellulase
Onozuka R10; e 10 - Lysing Enzymes + Glucanex.
Quinze miligramas de enzima foram misturadas ao
estabilizador osmotico MgSO, a 1,2 M/NaH,PO, a
0,01 M (pH = 5,8). Quando em combinacdes, as
enzimas foram usadas em propor¢des iguais (7,5 mg
de cada enzima). A protoplastiza¢éo foi conduzida por
4 horas.

Concentracdo da enzima litica

Para estabelecer amelhor relacdo massa micelial/
enzima, seguindo os procedimentos descritos ante-
riormente, foram preparadas misturas para a digestao
com diferentes quantidades (mg) do sistema enzimatico
que liberou o maior nimero de protoplastos. A proto-
plastizacdo foi efetuada por 4 horas, utilizando-se o
estabilizador osmotico MgSO, a1,2 M/NaH,PO, a
0,01 M (pH =5,8).

Tipos de estabilizadores osmaticos

\ferificou-se a eficiéncia de estabilizadores osmé-
ticos: 1 - Controle (agua destilada); 2 - MgSO,a1,2 M
/ NaH,PO, a 0,01 M (pH =5,8); 3- KCla 0,7 M/
NaH,PO,a 0,1 M (pH =5,9); 4-NaCla0,8 M/
NaH,PO,a0,1 M (pH =5,8); 5 - Sorbitol a 0,6 M /
Na,HPO, a 0,1 M (pH = 8,0) e 6 - Sacarose 20% /
EDTA a 50 mM / citrato tri-sddico a 20 mM (pH =
8,0). A protoplastizacdo foi efetuada por 4 horas,
utilizando-se o binbmio sistema enzimatico/concen-
tracdo mais eficiente.

Tempos de exposicao ao sistema enzimatico

Detectada a combinacdo sistema enzimatico/
concentracao/estabilizador osmotico mais eficiente,
monitorou-se a protoplastizagdo em fungao do tempo
de incubacdo (1 a 6 horas). A cada hora, fragdes da
suspenséo de protoplastos foram retiradas asseptica-
mente de cada repetigdo, com micropipeta, e quanti-
ficadas em camara de Neubauer.
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Resultados

Digestao do micélio

A liberacdo de protoplastos de Botryosphaeria
sp. foi influenciada pelo sistema enzimatico. Nos dois
ensaios, observou-se a mesma tendéncia para a efi-
ciéncia dos tratamentos (Figura 1). Menor nimero de
protoplastos foi obtido quando Driselase + Cellulase
Onozuka R10, Cellulase, Driselase ou Cellulase
Onozuka R10 foram utilizadas.

O micelio de Botryosphaeria sp. foi sensivel a
Glucanex, e em menor grau a Lysing Enzymes.

Contudo, a combinac¢éo desses sistemas liticos cons-
tituiu o tratamento mais eficiente na protoplastizacédo
do fungo. No segundo ensaio, a mistura resultou em
incremento na liberacdo de protoplastos de aproxi-
madamente 37%, em relacdo a Glucanex isolada
(Figura 1). Em contrapartida, ndo foram evidenciados
beneficios com a adicdo de Cellulase Onozuka R10
nos sistemas liticos compostos por Glucanex, Lysing
Enzymes ou Driselase. Pelo contrario, no caso de
Glucanex, em ambos os ensaios, agindo isoladamente
promoveu maior liberacdo de protoplastos do que em
combinacao com a celulase.
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Figural- Numero de protoplastos de Botryosphaeria sp. obtidos com diferentes sistemas enzimaticos. Barras representam o
desvio padrdo. Em cada ensaio, tratamentos com a mesma letra ndo diferem pelo teste de Tukey a 5%.
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Concentracdo da enzima litica

O efeito da concentracdo enzimatica na proto-
plastizacdo de Botryosphaeria sp. foi testado com base
na combinacdo Glucanex-Lysing Enzymes. Foi veri-
ficado que a liberacdo de protoplastos foi influenciada
pela concentracdo enzimatica, a qual varioude 2,5a
15 mg para cada enzima (Figura 2).

Em ambos os ensaios, maior nimero de proto-
plastos foi liberado quando o sistema litico foi composto

27)

por 15 mg de enzimas (7,5 mg de Glucanex + 7,5 mg
de Lysing Enzymes). Tal concentracdo permitiu a
obtencdo de 1,10 e 1,70 x 10" protoplastos/mL no
primeiro e segundo ensaio, respectivamente. A medida
que o sistema enzimatico ficou mais concentrado, houve
reducéo da eficiéncia de protoplastizacdo. Amédia dos
ensaios foi reduzida para 0,90 x 10" protoplastos/mL
guando se utilizou 30 mg de enzimas, ou seja, 15 mg
de Glucanex + 15 mg de Lysing Enzymes (Figura 2).
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Figura2- Numero de protoplastos de Botryosphaeria sp. em funcéo da concentracdo de Glucanex e Lysing Enzymes.

Quantidade total de enzima (Glucanex + Lysing Enzymes)

Publ. UEPG Ci. Biol. Saude, Ponta Grossa, 12 (4): 23-32, dez. 2006



(28

Tipos de estabilizadores osmoticos

O soluto usado no sistema litico influenciou a pro-
toplastizacdo de Botryosphaeria sp. (Figura 3). Nos
dois ensaios se observou a mesma tendéncia para a
eficiéncia dos estabilizadores osméticos. Maior libera-
cdo de protoplastos foi constatada com a solucao
MgSO, a 1,2 M, em média 1,78 x 107 protoplastos/
mL.

A estabilizacdo proporcionada com KCla0,7M
ou com NaCl a 0,8 M foram similares, porém menos
eficiente do que a observada com MgSO, a 1,2 M.

Duas solugdes compostas por agucares foram
testadas para estabilizar osmoticamente a protoplas-
tizacdo do fungo. O uso de solucéo a base de sacarose
ou sorbitol promoveu baixa producéo de protoplastos,
médias dos ensaios de 0,31 e 0,15 x 10’/mL, respecti-
vamente (Figura 3).

Embora ndo mensurados, protoplastos maiores
foram observados ao microscépio 6ptico quando se
usou estabilizadores salinos, especialmente KCla 0,7
M. Por outro lado, solu¢Ges compostas por sorbitol
ou sacarose produziram protoplastos menores.
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Estabilizador osmético

Figura3- Numero de protoplastos de Botryosphaeria sp. em funcéo do estabilizador osmético. Barras representam o desvio
padrdo. Em cada ensaio, tratamentos com mesma letra ndo diferem pelo teste de Tukey a 5%.
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Tempos de exposi¢ao ao sistema enzimatico

A protoplastizacdo de Botryosphaeria sp. foi
monitorada a cada 60 minutos, durante 6 horas de
digestdo, e em ambos os ensaios, protoplastos ja foram
observados com apenas 1 hora de incubagéo, porém
em baixo numero (Figura 4). Aumento consideravel na
liberacdo de protoplastos foi constatado a partir da

29

segunda hora de incubacdo. As maiores produgdes de
protoplastos foram registradas com 4 horas de digestdo
enzimatica do micélio. Foram observados 1,50 e 1,70
x 107 protoplastos/mL no primeiro e segundo ensaio,
respectivamente. A partir da quarta hora de incubacéo,
se observou reducéo na liberacédo de protoplastos em
ambos os ensaios (Figura 4).
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Figura4 - Nuamero de protoplastos de Botryosphaeria sp. em func¢éo do tempo de protoplastizacéo.
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Na Figura 5 estdo apresentados protoplastos de
Botryosphaeria sp. obtidos com 4 horas de incubagao
do micelio em estabilizador osmético KCla 0,7 M/
NaH,PO, a 0,1 M (pH = 5,9) contendo 7,5 mg de
Glucanex e 7,5 mg de Lysing Enzymes.

Figura5- Fotomicrografia de protoplastos de Botryosphaeria
sp. Barra na parte inferior da figura corresponde a
10pum.

Discusséo

Os sistemas enzimaticos avaliados apresentaram
variacdes consideraveis na liberacéo de protoplastos
de Botryosphaeria sp. Isso era esperado, uma vez
que a eficiéncia do complexo enzimético € dependente
da composicdo da parede celular fungica (Marchi,
2003).

Individualmente, Glucanex e Lysing Enzymes
foram eficientes na obtencdo de protoplastos de
Botryosphaeria sp. Porém, o uso simultaneo de
Glucanex e Lysing Enzymes resultou em aumentos
expressivos na producéo de protoplastos. Muitas vezes,
devido a complexidade e diversidade da parede celular
das hifas, a protoplastizacao de fungos filamentosos
tem sido facilitada pelo enriquecimento de um complexo
hidrolitico com outros complexos hidroliticos (Hamlyn
et al., 1981; Hashiba & Yamada, 1982; Asai et al.,
1986; Teraoka et al., 1992; Marchi et al., 2006). A
eficiéncia superior das combinacgdes de enzimas é
supostamente devido a a¢éo sinergistica dos compo-
nentes liticos (Hashiba & Yamada, 1982). E possivel
que a atuacdo de um complexo enzimatico torne o
substrato do outro complexo mais acessivel.

Em contraste ao observado com a combinacéo
Glucanex-Lysing Enzymes, a combinacdo de
Cellulase Onozuka R10 com os complexos liticos
Driselase, Lysing Enzymes ou Glucanex néo foi ade-
quada para potencializar a liberacéo de protoplastos.
Pelo contrario, no caso de Glucanex-Cellulase
Onozuka R10 houve reducéo na producdo de proto-
plastos em relacio a Glucanex isolada. E possivel que
tenha ocorrido atuacdo excessiva de uma das enzimas
sobre o substrato disponibilizado pela outra.

No geral, 0 que se observou foi a baixa eficiéncia
do complexo enzimatico a base de celulase na proto-
plastizacdo de Botryosphaeria sp., inclusive ndo
havendo diferencas entre as duas formulagdes comer-
ciais avaliadas. Da mesma forma, foi evidenciada baixa
eficiéncia de Driselase na liberag&o de protoplastos
do fungo. O desempenho inferior de celulases e de
Driselase também tem sido relatado para outros fungos
filamentosos, como por exemplo, Magnaporthe grisea
(Asiaetal., 1986; Marchi et al., 2006).

A hidrdlise da parede celular é potencializada
adequando-se a relagcdo micélio/complexo litico. A
composicdo da parede celular condicionara a con-
centracdo da enzima ou o tempo de digestdo para a
maior liberagéo de protoplastos (Anunciacao, 1989).
Acrelacdo micélio/enzima testada varioude 2,7:1a16:1,
e maior nimero de protoplastos foi observado com a
relagdo 5,3:1. Sistemas liticos mais concentrados
levaram a reducdo do nimero de protoplastos libe-
rados. Tal reducdo foi atribuida a atividade enzimética
excessiva sobre os protoplastos, o que levou ao rom-
pimento da membrana plasmética.

O estabilizador osmoético € outro componente
importante no processo de protoplastizacao, pois deve
promover condi¢des favoraveis para a atividade enzi-
matica e, principalmente, apds a remocéo da parede
celular, o soluto deve garantir a integridade da célula
até a sintese da nova parede. Na protoplastizacdo de
Botryosphaeria sp., constatou-se que os estabiliza-
dores salinos foram superiores aos estabilizadores com-
postos por agucares. Efeito semelhante foi reportado
para outros fungos fitopatogénicos (Dias et al., 1997,
Marchi etal., 2006). Sais inorganicos séo preconizados
como mais eficientes para a protoplastizacdo de fungos
filamentosos, enquanto agucares ou aglcares-alcoois
como mais apropriados para a liberagdo de protoplastos
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de leveduras (Lalithakumari, 1996). Contudo, é
possivel que o carater mais acido dos estabilizadores
salinos tenha favorecido a protoplastizacao do fungo,
uma vez que o pH é fator critico para a producéo de
protoplastos, por influenciar a atividade do complexo
enzimatico e do estabilizador osmoético (Mega, 1990).

O tamanho dos protoplastos foi influenciado pelo
estabilizador osmaético. Em geral, se observaram proto-
plastos maiores quando sais foram usados para compor
as solucdes. Segundo Peberdy & Gibson (1971),
inducdo ou aumento de vactolos nos protoplastos pode
ocorrer quando a estabiliza¢do é promovida por sais.
Tal evento foi claramente observado quando se em-
pregou a solucao estabilizadora KCla 0,7 M.

A liberacdo de protoplastos foi progressiva até
aquarta hora de digestdo enzimética do micélio. A partir
dai, observou-se reducéo na producdo de protoplastos.
Segundo Kim et al. (2000), incubacdes prolongadas
com enzimas liticas podem levar a degeneracao dos
primeiros protoplastos liberados.

Para que sejam funcionais nos estudos de fungos
filamentosos, os protoplastos sdo requeridos em grande
namero (= 10%/mL), e principalmente que apresentem
boa capacidade regenerativa. Contudo, as taxas de re-
generacdo e reversao sao dependentes da espécie
fungica, em geral, ndo atingindo 100% (Aguilar, 1991).
Os protoplastos de Botryosphaeria sp., obtidos segun-
do o protocolo estabelecido, foram aptos a regenerar
e reverter para a forma hiféalica quando plaquedos em
meio TB3, & base de sacarose (dados nao apresen-
tados). Contudo, a freqliéncia de regeneracao e re-
versdo dos protoplastos ndo tem sido quantificada. Vale
ressaltar que hidrdlise enzimatica prolongada pode levar
a producéo de protoplastos com baixa capacidade
regenerativa (Dias et al., 1996; Marchi et al., 2006).

Os protoplastos poderéo constituir ferramentas
bioldgicas valiosas para a melhor compreensao de
Botryosphaeria spp., inclusive sendo Gteis em even-
tuais programas de transformacao e mutagénese.

Conclusoes

Producédo eficiente de protoplastos de
Botryosphaeria sp. é alcangcada com a combinacéo
de enzimas Glucanex e Lysing Enzymes.

31)

O uso simultaneo de 7,5 mg de Glucanexe 7,5
mg de Lysing Enzymes, em 3,5 mL de estabilizador
osmatico, resultaem maior liberacéo de protoplastos
de Botryosphaeria sp.

Asolugdo MgSO,a1,2M/NaH,PO,a0,01M
(pH = 5,8) constitui o estabilizador osmético mais
eficiente para a protoplastizacdo de Botryosphaeria sp.

Maior liberacdo de protoplastos de
Botryosphaeria sp. é observada com quatro horas de
digestdo enzimatica.
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