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ABSTRACT

Marchi, C.E., Brommonschenkel, S.H., Queiroz, M.V. de, Mizubuti, E.S.G. Isolation and regeneration of Magnaporthe grisea protoplasts. Summa

Phytopathologica, v.32,1.3, p.232-238, 2006.

Protoplasts are important biological tools in filamentous fungi rese-
arch. Fungal protoplasts have been extensively used in experiments
with genetic transformation. Protoplastization of Magnaporthe grisea
was accomplished with Novozym 234, however, this enzymatic com-
plex is no commercially available for purchase. Thus, the efficiency of
several other commercial enzymes in M. grisea protoplasts preparation
was investigated. At the same time, osmotic buffer, digestion time and
regeneration rate were also analyzed. The highest protoplasts producti-

on was obtained with Lysing Enzymes plus Cellulase Onozuka R-10.
The use of 10 or 15 mg of each enzymatic complex in 3 mL of osmotic
buffer was most effective for the protoplasts yields. The best osmotic
buffer was MgSO, 1.2 M / NaH,PO, 0.01 M, pH 5.8, followed by
MgSO, 0.8 M / NaH,PO, 0.01 M, pH 5.8. The M. grisea protoplasts
yield, evaluated at each 60 min, increased with 3 to 6 hours of incubati-
on. However, the highest regeneration frequency (19.4%) was recorded
for protoplasts obtained with 3 hours of enzymatic hydrolyse.

Additional key words: Protoplastization, rice blast, Pyricularia grisea.

RESUMO

Marchi, C.E., Brommonschenkel, S.H., Queiroz, M.V. de, Mizubuti, E.S.G. Isolamento e regenera¢ao de protoplastos de Magnaporthe grisea.

Summa Phytopathologica, v.32,1n.3,p.232-238,2006.

Protoplastos sdo ferramentas bioldgicas importantes para pesqui-
sas em fungos filamentosos, sendo empregados intensamente em trans-
formacdo genética. O isolamento de protoplastos de Magnaporthe gri-
sea foi facilitado com Novozym 234, contudo, este complexo enzi-
matico encontra-se indisponivel no mercado. Assim, objetivou-se
comparar a eficiéncia de enzimas liticas disponiveis comercialmen-
te na obtencdo de protoplastos de M. grisea. Paralelamente, anali-
saram-se estabilizadores osmoticos, tempos de digestao e freqiién-
cia de regeneracdo. Maior produgao de protoplastos foi obtida com

Protoplastizacdo, brusone, Pyricularia grisea.

o uso simultaneo de Lysing Enzymes e Cellulase Onozuka R-10. O
uso de 10 ou 15 mg de cada complexo enzimatico, em 3 mL de
estabilizador osmatico, resultou em maior liberacido de protoplas-
tos. O melhor estabilizador osmoético foi MgSO, 1,2 M / NaH,PO,
0,01 M, pH 5,8, seguido por MgSO, 0,8 M/ NaH,PO, 0,01 M, pH
5,8. O isolamento de protoplastos foi monitorado a cada 60 minu-
tos, atingindo o maximo ap6s incubagio por 3 a 6 horas. No entan-
to, maior freqiiéncia de regeneracéo (19,4%) foi registrada para pro-
toplastos obtidos apos 3 horas de hidrélise enzimatica.

A protoplastiza¢do ¢ procedimento bem estabelecido para
fungos filamentosos (18). Os protoplastos, células artificialmente
desprovidas de parede, foram inicialmente explorados em estudos
morfoldgicos, bioquimicos e fisioldgicos, e recentemente tém
constituido ferramentas bioldgicas importantes para a
manipulagio genética de fungos filamentosos. Eles sdo requeridos
para a fusdo somatica de individuos pertencentes a géneros ou
espécies distintas, para a determinac¢ao do ntimero e/ou tamanho
de cromossomos ¢ para a localizagdo de genes especificos em
cromossomos por meio de PFGE, eletroforese de campo pulsado
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(18). Além disso, os protoplastos sdo substratos importantes para
a técnica REMI (Restriction Enzyme-Mediated Integration), e
outros métodos de transformacgao genética (22).

Em geral, os protoplastos sdo obtidos a partir de micélio jovem
ou esporos assexuais, germinados ou ndo; algumas vezes,
basidiosporos podem ser usados, como no caso de Agaricus
(7, 21). Usualmente, a remogao da parede celular ocorre pela
a¢ao de enzimas liticas, em meio osmoticamente balanceado.
Além da espécie fingica e do tipo de célula utilizada, a
liberagdo de protoplastos depende de fatores como: (a) a
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composicao do meio de cultivo; (b) o estado fisiologico da
cultura; (¢) o tipo e a concentragdo da enzima litica; (d) o tipo
e a concentracdo do estabilizador osmotico; (e) o tempo de
digestdo, e (f) o pH e a temperatura do sistema. Apos o
isolamento, quando em meio nutritivo apropriado, os
protoplastos sdo capazes de regenerar a parede celular, dando
origem ao micélio. Contudo, as taxas de regeneragao e reversao
variam de organismo para organismo, geralmente nao atingindo
100 % (1).

Protoplastos de Magnaporthe grisea (Hebert) Barr. (anamorfo:
Pyricularia grisea Sacc.), principal patdgeno da cultura do arroz
(16), foram originalmente obtidos com o uso de combinagdo de
enzimas comerciais (10). Complexo enzimatico extraido de Bacillus
circulans também foi relatado como capaz de protoplastizar o
ascomiceto (27). Contudo, a produgdo de enzimas a partir de
microrganismos ¢ trabalhosa e as preparagdes tém variagdes na
proporgcao relativa das diferentes enzimas liticas.

A protoplastizagdo de M. grisea foi facilitada com Novozym
234 (Novo Nordisk 1.td.), devido a sensibilidade da parede celular
a este complexo hidrolitico a base de glucanases e quitinases,
extraido de Trichoderma sp. Novozym 234 tornou-se o sistema
enzimatico praticamente universal para a obten¢ao de protoplastos
de M. grisea (4,24, 25, 26). No entanto, atualmente Novozym 234
nao se encontra disponivel no mercado.

A indisponibilidade de Novozym 234 e a necessidade de obter
protoplastos para o emprego de mutagénese insercional mediada
por REMI, motivaram a avalia¢do da eficiéncia de enzimas liticas,
disponiveis comercialmente, na protoplastizacdo de M. grisea.
Estudaram-se também o tipo e a concentragao de estabilizadores
osmoticos, tempos de digestao e a regeneragao dos protoplastos.

MATERIALEMETODOS

Magnaporthe grisea e condicdes de cultivo

Foram utilizados os isolados I-21 e [-22, patogénicos ao arroz,
gentilmente cedidos pelo Laboratorio de Fitopatologia Molecular
da UFRGS, Porto Alegre, RS. O cultivo foi feito em meio de farinha
de arroz-agar (FAA - 20 g de farinha de arroz com casca; 5 g de
sacarose; 15 g de agar; 1 L de agua destilada) por 5-7 dias a 28°C,
no escuro. Para a preservacao dos isolados, segmentos (4 cm?)
de papel-manteiga colonizados pelo micélio foram mantidos a -
80°C(29).

Para isolar os protoplastos, inicialmente obteve-se cultura-
estoque dos isolados. Discos de d4gar com micélio do fungo foram
transferidos para erlenmeyer 250 mL contendo meio completo
(MC - sacarose 0,5%; extrato de levedura 0,6%; caseina acida
hidrolisada 0,6%) e incubados sob agitagdo (130-150 rpm) a 28-
30°C, por 4 dias. Fragdo da cultura-estoque foi transferida para
outro erlenmeyer 250 mL contendo MC e permitida crescer por 48
h nas mesmas condigdes.

Obtencao dos protoplastos de M. grisea

Apds 48 h de cultivo, o micélio foi filtrado, lavado duas vezes
com estabilizador osmotico e secado em camara de fluxo, por
alguns minutos. O procedimento padrao para a protoplastizagao
foi a adi¢ao da enzima litica em 3 mL de estabilizador osmotico
contendo 100 mg de micélio imido. Esta mistura foi incubada sob
agitaco (100 rpm) a 28-30°C, por periodo de 1-6 h.

Todos os fatores foram analisados em dois ensaios
independentes, e cada tratamento foi aplicado em quatro unidades
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experimentais (erlenmeyer 25 mL). Os protoplastos foram
observados ao microscopio e quantificados em camara de
Neubauer.

1. Digestiio do micélio

Foram testados os sistemas liticos: 1 - Controle (sem enzima
litica); 2 - Lyticase (Sigma Chemicals Co.); 3 - Lysing Enzymes
(Sigma Chemicals Co.); 4 - Driselase (Sigma Chemicals Co.); 5 -
Glucanex (Novo Nordisk 1.td.); 6 - Cellulase Onozuka R-10
(Yakult Biochemical Co. Ltd.); 7 - Lysing Enzymes + Cellulase
Onozuka R10; 8 - Glucanex + Cellulase Onozuka R10 ¢ 9 - Lysing
Enzymes + Glucanex. Quinze miligramas de enzima foram
misturados ao estabilizador osmotico MgSO, 1,2 M / NaH,PO,
0,01 M, pH 5,8. Quando em combinagdes, as enzimas foram usadas
em proporg¢oes iguais (7,5 mg de cada enzima). A protoplastizagao
foi realizada por 5 h.

2. Concentrac¢ao da enzima litica

Para estabelecer a melhor relagdo massa micelial:enzima,
seguindo os mesmos procedimentos, foram preparadas misturas
para a digestdo com diferentes quantidades (mg) do sistema
enzimatico que liberou o maior nimero de protoplastos. A
protoplastizagao foi realizada por 5 h, na presenca do estabilizador
osmotico MgSO, 1,2M/NaH,PO, 0,01 M, pH 5.8.

3. Tipos de estabilizadores osmoticos

Verificou-se a eficiéncia de estabilizadores osmoticos usados
comumente na protoplastizacdo de fungos filamentosos, os quais
incluiram: I - Controle (4gua destilada); 2 - MgSO, 0,6 M/NaH_PO,
0,01 M, pH 5,8; 3 - MgSO, 0,8 M /NaH,PO, 0,01 M, pH 5,8; 4 -
MgSO, 1,2M/NaH,PO, 0,01 M, pH 5,8; 5-KC10,7M/NaH,PO,
0,1 M,pH 5,9;6-NaCl 0,8 M/NaH,PO, 0,1 M, pH 5,8; 7 - Sorbitol
0,6 M/Na,HPO, 0,1 M, pH 8,0 € 8 - Sacarose 20% / EDTA 50 mM
/ citrato tri-s6dico 20 mM, pH 8,0. O processo de isolamento de
protoplastos foi realizado por 5 h, utilizando-se o bindmio sistema
enzimatico:concentragdo mais eficiente.

4. Tempos de exposicdo ao sistema enzimatico

Detectada a combinagao sistema enzimatico:concentracao:
estabilizador osmotico mais eficiente, monitorou-se a
protoplastizacdo em fungdo do tempo de incubagdo  (1-6 h). A
cada hora, fragdes da suspensao de protoplastos foram retiradas
assepticamente de cada repeticdo, com pipeta, e quantificadas
em camara de Neubauer.

Regeneracao dos protoplastos de M. grisea

Apds adequar as condi¢des para a protoplastizacdo,
suspensoes purificadas de protoplastos, obtidas com 3,4 ou 5 h
de hidroélise enzimatica, foram examinadas quanto a capacidade
de regeneragdo da parede celular.

Sistema de duas fases liquidas foi usado para purificar os
protoplastos. Os protoplastos liberados em MgSO, 1,2 M /
NaH,PO, 0,01 M, pH 5,8 foram colocados em tubo corex (15 mL)e,
suavemente, adicionaram-se 4 mL de estabilizador ST (sorbitol
0,6 M, Tris-HC1 0,1 M, pH 8,0). Seguida centrifugagao em rotor de
cacamba (3000 rpm/5 min), os protoplastos se agregaram na
interface dos estabilizadores. Os protoplastos foram recolhidos,
transferidos para outro tubo corex, ressuspendidos em 2 mL de
estabilizador STC (sorbitol 1 M, Tris-HC10,05 M, CaCl, 0,05 M,
pH 8,0) e precipitados por centrifugacao (5000 rpm/10 min). Apos
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trés ciclos de lavagem em STC, ajustou-se a concentragdo da
suspensao de protoplastos para 10”/mL em STC.

Preliminarmente, a regeneracdo dos protoplastos 1-22,
liberados com 5 h de incubagio, foi avaliada em cinco meios de
regeneracao: TB3 (sacarose 20%; extrato de levedura 0,3%;
caseina acida hidrolisada 0,3%; agar 2%); BDA acrescido de
MgSO, 1,2 M, pH 5,8; BDA acrescido de NaCl 0,8 M, pH 5.8;
BDA acrescido de sorbitol 1 M, pH 8,0 ¢ Czapek contendo
sacarose 20% e agar 2%. Embora ndo quantificada, a freqiiéncia
de regeneracao foi aparentemente maior em TB3. Assim, TB3 foi
selecionado para avaliar o efeito do tempo de digestdo na
capacidade regenerativa dos protoplastos, o qual foi avaliado em
dois ensaios.

Fragdes da suspensdo de protoplastos (107/mL) foram
plaqueadas em placas de Petri pela técnica do cultivo em mistura
(pour plate), usando-se TB3 ou meio completo-agar (MCA -
sacarose 0,5%; extrato de levedura 0,3%; caseina acida hidrolisada
0,3%; agar 2%). Foram utilizadas 12 repetig¢des (placas de Petri),
as quais foram mantidas a 28°C, na auséncia de luz, por 7 dias.
Calculou-se a regeneracgao segundo a formula: Regeneragao (%)
=(A-B)/Cx 100, onde A - n°de colonias desenvolvidas em TB3,
B - n° de colonias desenvolvidas em MCA e C - n° total de
protoplastos plaqueados.

Avaliou-se a freqiiéncia de coldnias abortadas, inaptas a
reverter para a forma micelial. Para isso, transferiram-se seis
colonias das placas de regenerac@o de cada tratamento para placas
de Petri contendo FAA. Dez placas por tratamento foram
preparadas e incubadas a 28°C, na auséncia de luz.

RESULTADOS

Obtencao dos protoplastos de M. grisea

1. Digestiao do micélio

A protoplastizacdo de M. grisea 1-21 foi influenciada pelo
sistema enzimatico. Nos dois ensaios, houve a mesma tendéncia
para a eficiéncia dos tratamentos, ndo se observando protoplastos
quando Driselase ou Lyticase foi utilizada (Figura 1). O micélio I-
21 foi sensivel a Lysing Enzymes ou a Glucanex. A combinagao
de Lysing Enzymes e Cellulase Onozuka R10 aumentou a liberagao
de protoplastos em 225% e 59% no primeiro e no segundo ensaio,
respectivamente, quando comparada com Lysing Enzymes isolada.
Do mesmo modo, a combinacao de Glucanex ¢ Cellulase Onozuka
R10 foi mais eficiente do que Glucanex (Figura 1). Agindo
individualmente, Cellulase Onozuka R10 liberou protoplastos
apenas no segundo ensaio.

M. grisea 1-22 foi submetido a protoplastiza¢ao, e novamente,
Driselase ou Lyticase ndo promoveu a liberag¢do de protoplastos
(Figura 2). A produgdo de protoplastos obtida com Cellulase
Onozuka R10 no primeiro e no segundo ensaio foi de 4,4 ¢ 5,0 x
105/mL, respectivamente. Lysing Enzymes ¢ Glucanex,
separadamente, promoveram liberacao eficiente de protoplastos,
com médias superiores a 107 protoplastos/mL. Porém, I-22 foi mais
sensivel a combinagdo de Lysing Enzymes e Cellulase Onozuka
R10, seguida pela combinagao de Glucanex e Cellulase Onozuka
R10.

2. Concentrac¢io da enzima litica

Producdo de protoplastos satisfatoria foi obtida com o uso
Lysing Enzymes + Cellulase Onozuka R10. Assim, o efeito da
concentracdo enzimatica no isolamento de protoplastos de M.
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Figura 1. Numero de protoplastos de Magnaporthe grisea, isolado 1-
21, ap6s 5 h de incubagdo (28-30°C; 100 rpm) em diferentes sistemas
enzimaticos. Mistura de digestdo: 100 mg de micélio, 15 mg de enzima
e 3 mL de MgSO, 1,2 M / NaH,PO, 0,01 M, pH 5,8. Quando em
combinagdo, foram utilizadas 7,5 mg de cada enzima. As barras
representam o desvio padrdo. Em cada ensaio, tratamentos com mesma
letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey 5%.
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FIGURA 2. Numero de protoplastos de Magnaporthe grisea, isolado
1-22, ap6s 5 h de incubagido (28-30°C; 100 rpm) em diferentes sistemas
enzimaticos. Mistura de digestdo: 100 mg de micélio, 15 mg de enzima
e 3 mL de MgSO, 1,2 M / NaH,PO, 0,01 M, pH 5,8. Quando em
combinagdo, foram utilizadas 7,5 mg de cada enzima. As barras
representam o desvio padrao. Em cada ensaio, tratamentos com mesma
letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey 5%.
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grisea foi avaliado com base nessa combinagao de enzimas (Figura
3). Este ensaio e os posteriores foram conduzidos apenas com o
isolado I-22. As concentragdes testadas variaram de 2,5 a 15 mg
de cada enzima em 3 mL de estabilizador osmotico.

No geral, constatou-se incremento na produgao de
protoplastos com o aumento da concentragao enzimatica (Figura
3). Em ambos os ensaios, maior nimero de protoplastos foi
alcangado quando cada enzima foi usada em quantidade superior
a 7,5 mg. A concentracdo de protoplastos atingiu 0 maximo
utilizando-se 10 mg de Lysing Enzymes ¢ 10 mg de Cellulase
Onozuka R10, sendo a média dos ensaios de 4,9 x 107
protoplastos/mL. Esta foi reduzida para 4,6 x 107 protoplastos/mL
quando se utilizou o sistema litico mais concentrado, ou seja, 15
mg de cada enzima (Figura 3).

3. Tipos de estabilizadores osmoticos

A protoplastizacdo foi influenciada pelo estabilizador
osmotico utilizado (Figura 4). Nos dois ensaios houve a mesma
tendéncia para a eficiéncia dos estabilizadores osmoticos. Maior
liberagdo de protoplastos foi constatada com a solugdo MgSO,
1,2 M, com médias de 5,1 e 5,0 x 107 protoplastos/mL no primeiro
e no segundo ensaio, respectivamente (Figura 4). A solugdo de
MgSO, 0,8 M também foi eficiente no isolamento de protoplastos,
com média dos ensaios de 4,1 x 107 protoplastos/mL. A
estabilizagdo com MgSO, 0,6 M foi similar a obtida com KC10,7
M (Figura4).
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Figura 3. Numero de protoplastos de Magnaporthe grisea, isolado I-
22, em fungdo da concentrago de Lysing Enzymes e Cellulase Onozuka
R10. Mistura de digestdo: 100 mg de micélio, cada enzima variando de
2,5-15 mg e 3 mL de MgSO, 1,2 M / NaH,PO, 0,01 M, pH 5,8.
Incubacao sob agitagdo (100 rpm) realizada por 5 h a 28-30°C. As
barras representam o desvio padrdo.
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Entre os sais, a solugdo a base de NaCl foi a menos
eficiente na estabilizagdo da protoplastiza¢do de 1-22,
possibilitando a produgdo de 1,3 ¢ 0,9 x 107 protoplastos/
mL no primeiro e no segundo ensaio, respectivamente
(Figura 4).

O uso de solugdo a base de sacarose ou sorbitol
promoveu baixa produgao de protoplastos, média dos
ensaios de 0,6 x 10”/mL e 0,9 x 10%mL, respectivamente
(Figura 4).

4. Tempos de exposicdo ao sistema enzimatico

A protoplastizagdo de M. grisea I-22 foi monitorada a
cada 60 min, durante 6 h de hidrolise enzimatica. Nos dois
ensaios, protoplastos do I-22 puderam ser observados com
apenas | h de incubacdo, porém em baixo niumero (Figura
5). As maiores producdes de protoplastos foram registradas
com periodo de incubacgdo de 3-6 h. Entre a terceira e quinta
hora de incubagdo, o niimero de protoplastos manteve-se
estavel, em torno de 5,0 x 10’/mL. A partir dai, observou-se
redug¢do na liberacao de protoplastos em ambos os ensaios
(Figura 5).

Esta representada na Figura 6 uma preparagdo de
protoplastos do isolado I-22 obtida com 3 h de incubagao
do micélio em estabilizador osmético MgSO, 1,2 M /
NaH,PO, 0,01 M, pH 5,8, contendo 10 mg de Lysing
Enzymes e 10 mg de Cellulase Onozuka R10.
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Figura 4. Numero de protoplastos de Magnaporthe grisea, isolado I-
22, em fungdo do estabilizador osmoético. Mistura de digestdo: 100 mg
de micélio, 10 mg de Lysing Enzymes, 10 mg de Cellulase Onozuka
R10 e 3 mL de estabilizador. Incubagao sob agitagdo (100 rpm) realizada
por 5 h a 28-30°C. As barras representam o desvio padrao. Em cada
ensaio, tratamentos com mesma letra ndo diferem entre si pelo teste
de Tukey 5%.
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FIGURA 5. Numero de protoplastos de Magnaporthe grisea, isolado
1-22, em fungdo do tempo de hidrdlise enzimatica. Mistura de diges-
tdo: 100 mg de micélio, 10 mg de Lysing Enzymes, 10 mg de Cellulase
Onozuka R10 e 3 mL de MgSO, 1,2 M / NaH,PO, 0,01 M, pH 5,8.
Incubagdo sob agitagdo (100 rpm) realizada a 28-30°C. As barras
representam o desvio padrdo.

FIGURA 6. Fotomicrografias de protoplastos de Magnaporthe grisea,
isolado 1-22. A -Aumento de 200X. B ¢ C - Aumento de 400X. D -
Aumento de 1000X. Mistura de digestdo: 100 mg de micélio, 10 mg de
Lysing Enzymes, 10 mg de Cellulase Onozuka R10 ¢ 3 mL de MgSO,
a 1,2 M / NaH,PO, 0,01 M, pH 5,8. Incubagdo sob agitagdo (100
rpm) realizada por 3 h a 28-30°C. As barras na parte inferior das
figuras correspondem a 10 um.
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Tabela 1. Porcentagem de regeneracdo de protoplastos de
Magnaporthe grisea, isolado 1-22, obtidos apo6s 3, 4 ou 5 horas de
hidrélise enzimatica.

Tempo de Digestao Regeneracio (%)
enzimatica (h)* 1° Ensaio 2° Ensaio
3 15,05 a 19,42 a
4 1,77 b 16,43 b
5 795 ¢ 9,13 c

* Mistura de digestdo: 100 mg de micélio, 10 mg de Lysing Enzymes, 10
mg de Cellulase Onozuka R10 e 3 mL de solugdo MgSO, a 1,2 M /
NaH,PO, 0,01 M, pH 5,8. Incubagdo sob agitagdo (100 rpm) realizada
a 28-30°C.

** Médias de 12 repetigdes. Valores seguidos pela mesma letra na coluna
nao diferem entre si pelo teste de Tukey 5%.

FIGURA 7. Crescimento micelial de Magnaporthe grisea, isolado I-
22, apos a transferéncia das colonias do meio de regeneragdo (TB3)
para o meio farinha de arroz-agar (FAA). Avaliagdo realizada ap6s 5
dias de incubagdo a 28°C, no escuro. Os retangulos na parte inferior da
figura indicam o tempo de hidrdlise enzimatica. Duas repeti¢cdes de
cada tratamento estdo apresentadas.

Regeneracio dos protoplastos de M. grisea

A regeneracdo dos protoplastos em TB3 foi relativamente
rapida, com as primeiras colonias surgindo no terceiro ou quarto
dia de incubag@o.

A freqiiéncia de regeneracao dos protoplastos do I-22 foi
inversamente proporcional ao tempo de tratamento enzimatico
(Tabela 1). Maior porcentagem de regeneragao foi obtida com
protoplastos gerados com 3 h de hidrdlise enzimatica. Em ambos
0s ensaios, tempos maiores de exposi¢ao ao sistema enzimatico
resultaram em redugdo da capacidade regenerativa dos
protoplastos.

Independentemente do tempo de hidrdlise enzimatica, constatou-
se crescimento micelial em todas as colonias que foram transferidas
do meio TB3 para o FAA, com 24 h de incubaggo (Figura 7). A
pigmentacao das coldnias iniciou-se apds 72 h de cultivo, e com 120
h todas as coldnias se apresentaram pigmentadas.
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DISCUSSAO

Os ensaios para avaliar a influéncia dos sistemas liticos na
protoplastiza¢do do isolado I-21 apresentaram variacdes
consideraveis. Menores niimeros de protoplastos foram obtidos
no primeiro ensaio, o qual foi conduzido com micélio cultivado
por 72 h. No segundo ensaio usou-se micélio com 48 h de cultivo.
Assim, acredita-se que o maior tempo de cultivo do micélio
dificultou a liberagdo dos protoplastos, visto que alteragdes na
parede celular, ocorridas durante o crescimento do fungo,
poderiam conferir maior resisténcia a lise (19). Em geral, culturas
fingicas mais jovens tendem a liberar maior niimero de
protoplastos (9, 11, 23).

Embora Driselase tenha sido relatada como eficiente para a
protoplastizacao de M. grisea (3, 28), este complexo enzimatico
ndo promoveu a liberagdo de protoplastos de 1-21 e 1-22.
Caracteristicas inerentes aos isolados, a fisiologia das culturas,
aos lotes dos sistemas liticos (variagdo na proporgao relativa das
enzimas) e/ou a composi¢ao do estabilizador osmético podem ter
contribuido para os resultados divergentes.

A parede celular de M. grisea apresentou baixa sensibilidade
a Cellulase Onozuka R10, o que convergiu com as observagoes
de Asai et al. (3). Porém, ao ser utilizada simultaneamente com
Lysing Enzymes ou Glucanex, a celulase promoveu aumentos
expressivos na produgao de protoplastos. Devido a complexidade
e diversidade da parede celular das hifas, freqlientemente, a
combinaco de complexos enzimaticos resulta em maior eficiéncia
na liberacdo de protoplastos de fungos filamentosos (3, 8, 9, 28).
E acreditado que a atuagio de um complexo enzimatico torna o
substrato do outro mais acessivel, isto €, que ocorra acao
sinergistica entre os sistemas liticos (9).

A relagdo micélio:enzima mais adequada para protoplatizar o
1-22 foi de 5:1, enquanto para o 1-21 foi de 6,6:1 (dados ndo
apresentados). Sistemas liticos mais concentrados levaram a
atividade enzimatica excessiva sobre os protoplastos, acarretando
em rompimento da membrana plasmatica e, conseqiientemente,
menor nimero de protoplastos liberados.

Embora os estabilizadores osmdticos compostos por sorbitol
ou sacarose sejam comumente utilizados na protoplastizagao de
M. grisea (5, 14, 25), observou-se que, para o isolado [-22, os
estabilizadores salinos foram superiores aqueles. Efeito
semelhante foi reportado para espécies de Fusarium (30) e
Penicillium (6). Em geral, sais inorganicos sdo mais eficientes na
protoplastizag¢do de fungos filamentosos, enquanto aglicares ou
agucares-alcoois sdo mais apropriados para a liberagdo de
protoplastos de leveduras (12). Por outro lado, o carater mais
acido dos estabilizadores salinos pode ter favorecido a
protoplastizac¢ao do 1-22, uma vez que o pH ¢ fator critico para a
produgdo de protoplastos, por influenciar a atividade do
complexo enzimatico e do estabilizador osmético (31).

Aparentemente, o tamanho dos protoplastos também foi
influenciado pelo estabilizador osmético utilizado. Protoplastos
maiores foram observados quando sais foram usados para compor
as solugdes, o que pode ser devido a indug@o ou aumento de
vacuolos nos protoplastos (17).

Com relagao ao periodo de hidrélise enzimatica do micélio,
constatou-se que incubagdes prolongadas (> 5 h) levaram a
redugdo da eficiéncia de protoplastizacdo, provavelmente devido
a degeneracdo dos primeiros protoplastos liberados (11).

A maior porcentagem de regeneracgao dos protoplastos de M.
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grisea foi de 20%, em contraste aos indices de 60-70% observados
por Teraoka et al. (28). Desconsiderando-se as particularidades
do isolado, alguns fatores podem ter comprometido a regeneracao
dos protoplastos de [-22. A temperatura do meio de regeneracao,
por exemplo, pode ter causado o rompimento dos protoplastos.
Fato similar foi observado com Pisolithus tinctorius, sendo que
o posterior plaqueamento dos protoplastos em meio solidificado,
com temperaturas mais baixas, resultou no aumento da
regeneracdo de 1,5% para 40% (2).

Adicionalmente, a presenga de protoplastos anucleados pode
ter influenciado na capacidade regenerativa dos protoplastos,
conforme constatado para Crinipellis perniciosa, agente causal
da vassoura-de-bruxa do cacaueiro, o qual apresentou 60% de
protoplastos anucleados (13). Contudo, acredita-se que a
freqliéncia de protoplastos anucleados em M. grisea seja
relativamente pequena. Dos protoplastos do isolado P2
amostrados por Tanaka et al., apenas 9% ndo apresentou nucleos
27).

Evidéncias sugerem que o sistema litico utilizado para a
protoplastizagdo também afeta a capacidade regenerativa do
protoplastos. Especificamente para M. grisea, constatou-se que
os protoplastos liberados com Helicase (Pharmindustrie) nao
foram aptos a regenerar a parede celular (3). Assim, € possivel
que o complexo Lysing Enzymes-Cellulase Onozuka R10 tenha
provocado danos na membrana plasmatica que comprometeram
a integridade dos protoplastos [-22. Segundo informagao obtida
por Vega (31), a presenga de alta atividade proteolitica em
Novozym 234 explicaria, em parte, as baixas freqiiéncias de
regeneragdo dos protoplastos algumas vezes obtidas com esse
complexo enzimatico.

O periodo de hidrdlise enzimatica foi outro fator que
influenciou na capacidade regenerativa dos protoplastos.
Aqueles protoplastos obtidos com incubagdo prolongada
apresentaram menor capacidade de regenerac@o da parede celular.
Talvez os residuos de parede celular, presentes nos protoplastos
liberados com menor tempo de hidroélise enzimatica, facilitam a
sintese da nova parede durante a regeneragdo (15). O sitio de
origem dos protoplastos na hifa parental também poderia explicar
a capacidade diferenciada de regeneracdo. Existe variabilidade
quanto ao tamanho e presenca de organelas (vactolos e
ribossomos, por exemplo) entre protoplastos liberados de regides
proximas e distais do apice das hifas (11, 20), o que reflete em
diferengas quanto ao potencial de regeneracdo (11). Assumindo-
se que a parede celular na regido apical das hifas, recentemente
sintetizada, ¢ mais prontamente degradada e que o potencial para
a sintese da parede seja maior nessa regido (11), foi esperada
maior capacidade de regeneragdo dos protoplastos 1-22 liberados
com 3 h de hidrolise enzimatica. Incubagdo adicional,
provavelmente levou a protoplastizacao de regides mais velhas
da hifa, gerando preparacdo de protoplastos de qualidade inferior.

Os protoplastos de M. grisea apresentam diferentes padroes
de regeneracdo (27). Normalmente, os protoplastos que seguem
o padrdo tipo 1, caracterizado pela formagao de cadeias irregulares
de células semelhantes as de leveduras, ndo regeneram
completamente. Em determinado momento, sofrem autolise, sem
reverterem a forma micelial normal. O ensaio de quantificagdo das
colonias abortadas indicou que os protoplastos [-22 nao exibiram
o padrio de regeneragao tipo 1.

Alguns fatores importantes foram analisados para adequar
as condigdes de isolamento e regeneracdo de protoplastos de M.
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grisea. O protocolo obtido podera ser util em programas de
transformagao e mutagénese REMI de M. grisea.
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