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Obtencéo de protoplastos do fungo filamentoso Aspergillus ochraceus

Production of protoplasts from the filamentous fungus Aspergillus ochraceus

Ana Paula Morais Martins Almeida' Eustaquio Souza Dias'* Ricardo Tadeu Galvao Pereira"
Rdmulo César Clemente Toledo' Ludwig Heinrich Pfenning"

-NOTA-

RESUMO

A obtencdo de protoplastos é uma ferramenta
importante para a transformacéo genética de fungos. Neste
trabalho foi estudada a influéncia de fatores como idade
micelial, tipo e concentracdo de enzimas e estabilizadores
osmoticos na produgdo de protoplastos de Aspergillus
ochraceus. Os melhores resultados de produgdo de protoplastos
foram obtidos utilizando-se NH,CI 0,8mol L* como estabilizador
osmatico, micélio com 24h de crescimento e a combinagdo de
Lysing Enzymes e Meicelase ambas, a 20mg mL. Entretanto,
bons resultados foram também obtidos com a utilizacdo apenas
de Lysing Enzymes.

Palavras-chave: Aspergillus ochraceus, protoplastos e
estabilizador osmético.

ABSTRACT

Production of protoplasts is an important tool
for genetic transformation of fungi. A protocol for protoplasts
production in Aspergillus ochraceus was developed, evaluating
culture aging of mycelium, different commercial enzymes and
osmotic stabilizers. The best results were obtained with NH,CI
0.8mol L* as osmotic stabilizer, mycelial age of 24 hours and
Lysing Enzymes (20mg mL?) plus Meicelase (20mg mL™?) as
lytic enzymes. Good results were also obtained with Lysing
Enzymes alone.

Key words: Aspergillus ochraceus, protoplasts and osmotic
stabilizer.

Uma das mais importantes micotoxinas
encontradas em grdos de café é a ocratoxina A,

produzida por vérios fungos contaminantes, entre eles,
Aspergillus ochraceus (BATISTA, 2003; SUAREZ-
QUIROZA etal., 2004). O processo de infeccdo da planta
por A. ochraceus ainda n&o é conhecido, acreditando-
se que a entrada do fungo na planta ocorra pela flor. A
marcacdo do fungo via transformagao genética por meio
de um eficiente sistema de expressdao, como o GUS,
pode ser uma importante estratégia para permitir o
rastreamento do fungo na planta (FREEMAN et al.,
1999) com o objetivo de se desenvolver métodos de
controle. Entretanto, a transformacao genética requer
a utilizacdo de procedimentos que tornem as células
receptoras permeaveis a entrada do DNA. Entre varios
tipos de procedimentos, destacam-se, para os fungos
filamentosos, o tratamento de esporos com cations
divalentes (DHAWALE et al., 1984) e a obtencéo de
protoplastos (PEBERDY, 1976), os quais consistem em
células destituidas de parede celular. Vérios fatores
influenciam a obtencéo de protoplastos, entre eles, a
preparagao enzimatica, o estabilizador osmético, a idade
micelial e 0 microrganismo a ser utilizado (PEBERDY,
1976). Este Gltimo requer a padronizacdo de um
protocolo de obtencdo de protoplastos para cada
espécie de microrganismo individualmente.

O presente trabalho teve como objetivo
padronizar uma metodologia de obtencdo de
protoplastos de A. ochraceus isolado CMLO0560,
pertencente a colegdo micolégica do Departamento de
Fitopatologia da Universidade Federal de Lavras
(UFLA).
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Os seguintes fatores foram avaliados:
estabilizadores osmaticos (tipo e concentragdo),
enzimas (tipo e concentragdo) e idade micelial. O pH
dos estabilizadores osméticos utilizados na preparagéo
enzimatica foi de 5,5. Além da preparag&o enzimatica
Lysing Enzymes de Trichoderma harzianum (Sigma),
foram testadas também Glucanex (Sigma) e Meicelase
(Karlan), usadas isoladamente ou em conjunto, em
diferentes concentragdes (10, 20 e 30mg mL1).

Esporos de A. ochraceus foram inoculados
em tubos contendo meio MEA inclinado (2% de glicose
anidra, 2% de extrato de malte, 0,1% de peptona
bacteriolégica e 1,5% de agar). Apds o crescimento
micelial e a esporulacéo, foram adicionados 5mL de
solucéo salina 0,85% para ressuspensdo dos esporos,
cuja concentragdo foi estimada por contagem em camara
de Neubauer. Paraa producéo de micélio, foi utilizada
uma concentragéo final de 10 esporos mL* e 30mL de
MEA liquido. Para os experimentos acerca dos
estabilizadores osméticos, concentragdo e tipo de
enzima, os frascos foram incubados a 28°C com agitagéo
de 100rpm durante 24h. Nos experimentos sobre idade
micelial, os frascos inoculados foram mantidos sob
agitacdo de 100rpm a 28°C por 20 e 24h.

Apos o crescimento, o micélio foi filtrado a
vacuo e lavado com 5mL de estabilizador osmético,
utilizando-se em média 100mg de micélio por mL de
solucdo enzimatica pH 5,5 para cada tratamento. Apos
0 preparo da solucdo enzimatica, o micélio foi
acrescentado e o frasco foi incubado a 28°C sob
agitacdo de 75rpm. A liberagdo de protoplastos foi
avaliada por contagem em camara de Neubauer a partir
de aliquotas retiradas em intervalos de duas horas. Em

todos os experimentos foram utilizadas cinco repeticdes
e, para cada repeticdo, foram feitas quatro contagens em
camara de Neubauer. Para o teste de médias, foi utilizado
0 Teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.

Na avaliagdo dos diferentes estabilizadores
osmdticos, a maior producdo de protoplastos foi
obtida com NH,CI 0,6mol L* (Figura 1). Diferentes
concentragdes de NH,Cl foram também avaliadas (0,2
al,2mol L"), verificando-se que o NH,CI1 0,8mol L*
apresentou a maior liberagdo de protoplastos (3 x
107 protoplastos mL1) apds seis horas de incubagdo
com 20mg mL™ de Lysing Enzymes (dados ndo
mostrados).

O micélio produzido com 24 horas
apresentou a maior liberacdo de protoplastos (2,85 x
107 protoplastos mLt), apds quatro horas de digestdo,
utilizando-se Lysing Enzymes (20mg mL™") e NH,CI
0,8mol L como estabilizador osmético. Segundo DIAS
et al. (1997), a liberagdo de protoplastos foi menor
quando se utilizou micélio com mais de 24h de
crescimento de Penicillium expansum e P.
griseoroseum, o que poderia estar associado a
deposicdo de outras substancias a parede celular,
dificultando a liberacéo dos protoplastos.

Nos experimentos com diferentes enzimas,
os melhores resultados foram obtidos quando utilizou-
se Lysing Enzymes em associagdo com Meicelase ou
Meicelase e Glucanex, os quais ndo diferiram
estatiscamente entre si (Figura 2). Estes resultados
mostram que houve um efeito positivo da combinagédo
de Lysing Enzymes e Meicelase, enquanto que a adi¢éo
de Glucanex ndo influenciou na liberacdo de
protoplastos. Por outro lado, é importante observar
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Figura 1 - Obtencéo de protoplastos de Aspergillus ochraceus na presenca de diferentes estabilizadores osméticos usando Lysing
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Figura 2 - Obtencéo de protoplastos de Aspergillus ochraceus na presenca de diferentes enzimas utilizando-se NH,CI 0,8mol
Lt como estabilizador osmético, micélio com 24 horas de crescimento e seis horas de digestéo.

que, em diferentes experimentos para avaliagco da
concentracdo do estabilizador osmotico e da idade
micelial, foram obtidos resultados similares, variando
de 2,85 a 3,0 x 108 protoplastos mL™*, utilizando-se
apenas Lysing Enzymes (20mg mL*). Como a liberagéo
de protoplastos é extremamente sensivel as condigdes
fisiolégicas do micélio, é comum se observar certa
variacdo no numero obtido entre diferentes
experimentos, em funcéo de fatores ndo controlados,
como condicéo fisioldgica dos esporos utilizados,
oscilagdo da temperatura do ambiente de cultivo, etc.
O mais importante, porém, é que o numero de
protoplastos em cada experimento mantenha-se acima
de 10’mL™, uma vez que um elevado nimero de
protoplastos é fundamental para a eficiéncia do
processo de transformacdo. Os bons resultados
obtidos quando se utilizou apenas Lysing Enzymes
sdo importantes, uma vez que esta preparagdo
enzimatica € facilmente encontrada no mercado
brasileiro. Portanto, para a obtencéo de protoplastos
de A. ochraceus, recomenda-se as seguintes
condigGes: micélio com 24h de crescimento, NH,Cl
0,8mol L (pH 5,5) como estabilizador osmético,

Lysing Enzymes e Meicelase, ou apenas Lysing
Enzymes ambas a 20mg mL.
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