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RESUMO

LIMA, Felipe Tavares, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, abril de 2022.
Permeabilizacao da parede celular de basidiésporos de Pisolithus microcarpus
por agentes quimicos e enzimaticos. Orientador: Mauricio Dutra Costa.
Coorientadoras: Marisa Vieira de Queiroz e Valéria Monteze Guimaraes.

Pisolithus € género fungico com espécies capazes de formar associagdes simbidticas
ectomicorrizicas com grupos florestais de alto valor econémico, a exemplo dos pinhos
e eucaliptos. A germinagdo in vitro de basididsporos de Pisolithus € baixa,
inviabilizando o uso desse material como inoculantes comerciais e dificultando a
obtencdo de isolados monocaridticos, importantes para estudos genéticos. A
impermeabilidade da parede celular, observada em esporos maduros, pode ser
responsavel pela baixa porcentagem de germinacao in vitro. O objetivo do presente
trabalho foi desenvolver método de permeabilizagdo da parede celular de
basididosporos de P. microcarpus com agentes quimicos e enzimas visando a
manutencdo da viabilidade desses propagulos. Foram testados como agentes
permeabilizadores Triton X-100, acido metanoico, hidréxido de sédio e os coquetéis
enzimaticos comerciais Lysing Enzymes e Driselase, em diferentes concentracoes e
tempos de incubagédo. NaOH nas concentragdes de 100, 250, 500 e 1000 mmol L™
mostrou-se eficaz na remocado de pigmentos e proteinas, resultando na
permeabilizagdo dos basidiésporos sem perda de viabilidade. O melhor tratamento foi
com NaOH a 1000 mmol L' por um minuto, permeabilizando 97 % dos basidiésporos.
A permeabilizacdo com NaOH mostrou-se reprodutivel quando aplicada a
basididsporos oriundos de 9 areas de coleta distintas. As enzimas liticas ndo foram
capazes de permeabilizar os esporos quando aplicadas isoladamente. No entanto,
apos o tratamento prévio dos basididsporos com NaOH, Lysing Enzymes aumentou
significativamente as porcentagens de permeabilizagdo quando aplicadas nas
concentragdes de 30 e 60 mg mL'. O método desenvolvido tem potencial para
melhorar as porcentagens de germinagao dos basididsporos de P. microcarpus,
facilitando a obtencgao de estirpes monocariéticas e o desenvolvimento de inoculantes

ectomicorrizicos.

Palavras-chave: Ectomicorriza. Germinacao. Enzimas liticas.



ABSTRACT

LIMA, Felipe Tavares, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, April, 2022.
Permeabilization of the cell wall of Pisolithus microcarpus basidiospores by
chemical and enzymatic agents. Advisor: Mauricio Dutra Costa. Co-advisors: Marisa
Vieira de Queiroz and Valéria Monteze Guimarées.

Pisolithus is a fungal genus with species capable of forming symbiotic ectomycorrhizal
associations with forest groups of high economic value, such as pines and eucalyptus.
In vitro germination rates of Pisolithus basidiospores are low, making the use of this
material as commercial inoculants unfeasible and making it difficult to obtain
monokaryotic isolates, which are important for genetic studies. The impermeability of
the cell wall, observed in mature badidiospores, may be responsible for the low in vitro
germination percentages. The objective of the present work was to develop a method
for permeabilizing the cell wall of P. microcarpus basidiospores with chemical agents
and enzymes maintaining the viability of these propagules. Triton X-100, methanoic
acid, sodium hydroxide and the commercial enzymatic cocktails Lysing Enzymes and
Driselase were tested as permeabilizing agents at different concentrations and
incubation times. NaOH at concentrations of 100, 250, 500 and 1000 mmol L' proved
to be effective in removing pigments and proteins, resulting in basidiospore
permeabilization without loss of viability. The best treatment corresponded to NaOH at
1000 mmol L' for one minute, permeabilizing 97% of the basidiospores.
Permeabilization with NaOH proved to be reproducible when applied to basidiospores
from 9 different collection areas. The lytic enzymes were not able to permeabilize the
spores when applied alone. However, after pretreatment of the basidiospores with
NaOH, Lysing Enzymes significantly increased the permeabilization percentages
when applied at concentrations of 30 and 60 mg mL™'. The method developed herein
has the potential to improve the germination percentages of P. microcarpus
basidiospores, facilitating the obtention of monokaryotic strains and the development

of ectomycorrhizal inoculants.

Keywords: Ectomycorrhiza. Germination. Lithic enzymes.
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1. INTRODUCAO

Pisolithus Alb. & Schwein. é género fungico de ampla distribuicdo geograéfica,
pertencente ao filo Basidiomycota, com corpos de frutificagdo globosos, hipégeos ou
epigeos, com aplicagdo medicinal e na producao de pigmentos naturais. Sua maior
visibilidade deve-se a capacidade de formar associacoes simbidticas ectomicorrizicas
com grupos florestais, alguns de elevada importancia econémica, a exemplo dos
pinhos e eucaliptos. A espécie Pisolithus microcarpus (Cooke & Massee) G. Cunn. é
comumente encontrada associada as raizes das arvores em florestas de eucalipto no
Brasil.

Entre os beneficios que as associacdes ectomicorrizicas trazem para as
plantas estdo a maior resisténcia a estresses hidrico e salino, maior toleréncia a
metais pesados no solo, indug¢édo da resisténcia sistémica as doencgas e promog¢ao do
crescimento vegetal. Por essa razdo, ha forte interesse no uso dessas associacoes
na silvicultura, e a obtengao de informacdes relacionadas a facilitagdo e melhoramento
de tal aplicagéo é alvo de esfor¢co da comunidade cientifica ha décadas.

A taxa de germinacao de basidiésporos de Pisolithus in vitro é baixa, fato que
inviabiliza o uso desses propagulos como inoculantes ectomicorrizicos comerciais e
dificulta a obtencao de isolados monocariéticos, importantes para o desenvolvimento
de estudos em genética de fungos. O processo de germinacao depende de alguns
fatores, incluindo a absor¢ao de compostos indutores do meio, como acidos organicos
e flavonoides. Mesmo nas condicbes mais adequadas conhecidas, apenas entre
0,001 e 0,38 % dos basididsporos é capaz a produzir hifas in vitro.

E insignificante o percentual de basidiésporos que chegam a maturidade sem
que possuam nucleo e substancias de reserva necessarias para a germinacao, nao
sendo a falta de aptidao interna o motivo principal da alta recalcitrancia dos esporos.
Ja foi relatado que durante o processo de maturagdo dos basidiésporos, ha um
espessamento progressivo da parede celular, com a deposi¢cado de quatro camadas
de composi¢ao indefinida, que ocasiona a perda da permeabilidade dessa estrutura.
A baixa permeabilidade da parede celular dos basidiésporos maduros possivelmente
dificulta a difusdo de compostos indutores presentes no meio para o interior das
células, prejudicando o processo de germinacao.
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Os basidiosporos maduros de Pisolithus sao pigmentados, hidrofébicos, com
a parede celular constituida majoritariamente por camadas de quitina e p-1,3-glicanas,
além de proteinas dos grupos das manoproteinas e hidrofobinas. A composicao
desses grupos proteicos possui alta proporcdo em aminoacidos hidrofébicos, sendo a
presenca desses compostos capaz de conferir a caracteristica de hidrofobicidade a
parede celular e, juntamente com os pigmentos, promover a baixa permeabilidade dos
basidiésporos.

A parede celular de basidiésporos de P. microcarpus ja foi permeabilizada
anteriormente através de tratamento com agua sanitaria comercial. Por se basear na
utilizacdo de produto de limpeza, disponivel apenas localmente e com menores
exigéncias em padronizacdo e pureza, a reprodutibilidade desse método torna-se
questionavel. Além disso, os esporos permeabilizados ndao apresentaram melhoria na
capacidade de germinagao, consequéncia atribuida a perda em viabilidade por danos
nas membranas plasmaticas durante o tratamento.

O objetivo do presente trabalho foi desenvolver método de permeabilizacao
da parede celular de basidiésporos de P. microcarpus com agentes quimicos e

enzimas visando a manutencgéo da viabilidade desses propagulos.
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2. REVISAO DE LITERATURA

Pisolithus é género fungico com ampla distribuicdo global, pertencente ao filo
Basidiomycota, classe Agaricomycetes, ordem Boletales e familia Sclerodermataceae
(Lima & Baseia, 2008). Sao agrupados como fungos gasterdides devido a morfologia
dos corpos de frutificacdo, que sdo macroscépicos, globosos, epigeos ou hipdgeos
(Lima & Baseia, 2008). Os corpos de frutificacdo sao chamados de basidiomas, com
morfologia interna marcada pela presenga caracteristica das subunidades de tecido
fértil chamadas de peridiolos, que se apresentam como saculos ovais a oblongos, com
dimensdes crescentes da base para o apice e coloragao variando entre preto, amarelo
e branco (Chambers & Cairney, 1999; Kasuya et al., 2010; Campos & Costa, 2010a;
Campos & Costa, 2010b).

Até a década de 1990, o género era considerado monoespecifico, sendo
comprimido no complexo Pisolithus tinctorius (Watling, 1995; Chambers & Cairney,
1999; Cairney, 2002). Hoje, com o avanco das tecnologias de microscopia e a
utilizacdo da genética molecular como ferramenta taxondmica, esta dividido em pelo
menos 15 espécies, incluindo Pisolithus microcarpus, que € comumente encontrada
associada as florestas plantadas de eucalipto no Brasil (Chambers & Cairney, 1999;
Costa, 2002; Cairney, 2002; Kasuya et al, 2010). Os principais caracteres
morfolégicos distintivos entre as espécies estdo nos basidiésporos, em especial, na
ornamentacgao da parede celular (Watling, 1995; Kasuya et al., 2010)

Os basidiomas tém aplicacdo medicinal contra queimaduras na pele (Dutta &
Acharya, 2014) e tumores (Alves et al., 2015), e sdo fonte de pigmentos naturais
utilizaveis na industria (Camara, 2019). No entanto, o maior nimero de publicagbes
cientificas a respeito de espécies do género Pisolithus deve-se a capacidade das
mesmas de formar associagdes ectomicorrizicas (Chambers & Cairney, 1999;
Giachini et al., 2000; Dominguez-Nufez et al., 2019).

As ectomicorrizas sao associacdes mutualistas formadas entre fungos dos
filos Basidiomycota, Ascomycota e, mais raramente, Zigomycota, e aproximadamente
2% das espécies vegetais conhecidas, predominantemente arboéreas (Brundrett &
Tedersoo, 2018; Dominguez-Nunez et al, 2019). Essas associagcbes sao

caracterizadas pela colonizacdo dos espacos intercelulares do tecido radicular,
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formando estrutura chamada rede de Hartig, bem como o crescimento micelial
espesso, envelopando a superficie das raizes, formando a estrutura chamada de
manto fungico (Tedersoo et al., 2010; Dominguez-Nufez et al., 2019).

Através das ectomicorrizas, os fungos beneficiam-se com acesso a
carboidratos sintetizados pelas plantas. Em troca, aumentam a capacidade das raizes
de obter nutrientes (Orwin et al., 2011; Op De Beeck et al., 2018; Nicolas et al., 2019)
e agua (Marjanovic & Nehls, 2008; Lehto & Zwiazek, 2011; Kumar & Atri, 2018). Os
fungos ecotimicorrizicos auxiliam a planta na defesa contra patégenos (Corcobado et
al., 2015; Bauman et al., 2018) e induzem maior tolerancia a estresse salino (Zwiazek
et al., 2019; Galardis et al., 2022) e a metais pesados (Colpaert et al., 2011; Luo et al.,
2014). Tais beneficios podem culminar em promocao de crescimento vegetal
(Alberton et al., 2014; Neba et al., 2016; Szuba et al., 2020; Taniguchi et al., 2021).

Nas associa¢des ectomicorrizicas, ha especificidade entre os simbiontes. Uma
espécie de fungo ectomicorrizico € capaz de se associar naturalmente com um
pequeno grupo de espécies vegetais filogeneticamente proximas (Lofgren et al., 2018
Kennedy et al., 2020). Entre os hospedeiros de Pisolithus estao grupos florestais de
grande importancia econémica global, incluindo acacias (Aggangan, 2010; Houlés et
al., 2022), castanheiras (Pereira et al., 2012; Bauman et al., 2018), pinhos (Marx, 1977,
Liu et al., 2020) e eucaliptos (Marx, 1977; Alberton et al., 2014; Hill et al., 2022).

O Brasil é o maior exportador € o segundo maior produtor de celulose do
mundo, atras somente dos Estados Unidos (IBA, 2020; Pena-Vergara et al., 2022).
Devido as condi¢6es edafoclimaticas do pais, considera-se que o Brasil tem vocacgao
para a silvicultura de alta produtividade. De fato, os esforgcos cientificos em
melhoramento genético e o desenvolvimento de técnicas silviculturais adequadas
elevaram a produtividade das florestas plantadas brasileiras aos niveis mais altos do
mundo (IBA, 2020; Pena-Vergara et al., 2022). A industria nacional associada as
florestas plantadas movimentou 97.4 bilhdes de reais, representando 1.2 % de todo o
produto interno bruto (PIB) em 2019. O pais possui 9 milhdes de hectares de florestas
plantadas, sendo 77 % ocupados por eucalipto e 18 % por pinho. Minas Gerais detém
28 % da area de florestas plantadas do pais, possuindo 0 maior percentual entre os
estados, seguido de Sdo Paulo e Mato Grosso do Sul (IBA, 2020).

A meta-analise de pesquisas realizadas no Brasil demonstrou que a
inoculacao de espécies do género Pisolithus as mudas durante a implantacao de
florestas foi capaz de promover o crescimento das plantas em até 65 %, para o
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eucalipto, e 169 %, para o pinho (Alberton et al., 2014). A aplicacdo de diferentes
isolados fungicos promove o estabelecimento de ectomicorrizas em eucaliptos de
forma variada (Rosado, 1993; Albrecht et al., 1994; Pereira et al., 2005; Silva et al.,
2007; Costa et al., 2010). Diferentes isolados de Pisolithus variam na promocao do
crescimento de plantulas de Eucalyptus grandis, com aumentos de duas a 45 vezes
na produgédo de matéria seca em comparagao ao controle nao inoculado (Albrecht et
al.,,1994). A variacao nos resultados obtidos com a inoculagao de diferentes isolados
foi observada, também, em relacdo a taxa de colonizacao radicular e a morfologia das
ectomicorrizas (Albrecht et al.,1994; Silva et al., 2007).

Os beneficios da aplicagcao silvicultural desse género fungico tém sido
amplamente relatados (Rosado, 1993; Albrecht et al., 1994; Pereira et al., 2005; Costa
et al., 2010; Alberton et al., 2014). Entretanto, avangos importantes para a melhor
compreensao da interacao fungo ectomicorrizico-hospedeiro ainda sdo necessarios
para a selecdo e, ou producgéo de linhagens fungicas mais eficientes na promog¢éo do
crescimento da planta sob diferentes condigdes edafoclimaticas ou estresses bidticos
e abi6ticos (Rosado, 1993; Albrecht et al., 1994; Costa et al., 2010).

A taxa de germinacao in vitro dos basidiésporos de Pisolithus é baixa,
variando entre 0.001 e 0.38 % (Bulmer et al., 1964; Kope & Fortin, 1990; Costa, 2002;
Pereira, 2004). Tal caracteristica torna inviavel o uso dos esporos fungicos como
inoculantes ectomicorrizicos (Bulmer et al., 1964; Kope & Fortin, 1990; Costa, 2002;
Pereira, 2004) e dificulta a obtencao de isolados monocariéticos, importantes para o
desenvolvimento de trabalhos de mutagénese, transformagéo e genética quantitativa
(Rosado, 1993; Costa, 2002).

O ciclo de vida de P. microcarpus, incluindo detalhes da formacao e
maturagéo dos basididsporos é conhecido (Kope & Fortin, 1990; Brown & Casselton,
2001; Costa, 2002; Campos & Costa, 2010b). Apos a liberacao dos basididésporos e
sob condicdes adequadas, esses propagulos podem germinar e dar origem a hifas
septadas monocariéticas, contendo um nucleo haploide por compartimento celular.
Essa fase é bastante efémera no ambiente natural, visto que dois fungos com fatores
sexuais compativeis rapidamente se atraem e ocorre o processo de plasmogamia,
unidao dos citoplasmas, formando hifa dicariética, com dois nucleos haploides por
célula (Kope & Fortin, 1990; Brown & Casselton, 2001; Costa, 2002). A planta
hospedeira, por meio de exsudatos radiculares, promove e direciona o crescimento
fungico (Lagrange et al., 2001). O micélio cresce em dire¢do as raizes, formando as
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ectomicorrizas e, eventualmente, novos basidiomas (Kope & Fortin, 1990; Costa,
2002).

Dentro dos corpos de frutificacdo, em células terminais especializadas
chamadas de basidios, ocorre a formacédo de novos basidiésporos (Campos et al.,
2008; Campos & Costa, 2010a; Campos & Costa 2010b). O processo inicia-se com a
cariogamia, fusdo de dois nucleos haploides da célula basidial, formando um unico
nucleo diploide (Campos & Costa 2010b). Ocorre, entdo, a meiose, originando quatro
nucleos haploides (Campos & Costa 2010b). Ainda no basidio, esses nucleos sofrem
uma rodada de mitose pds-meibtica, resultando em oito nucleos haploides (Campos
& Costa 2010b). Os nucleos haploides assim formados migram para o interior dos
basididsporos de forma assincrona (Campos & Costa 2010b).

Durante o desenvolvimento dos basidiésporos, ocorre a transferéncia e, ou
acumulo de lipidios, &cidos graxos, glicogénio, polissacarideos, RNA e proteinas no
interior das células (Campos et al., 2008; Campos & Costa, 2010a). A presenca de
compostos de reserva no interior dos basididésporos, bem como o fato desses
propagulos serem nucleados, indicam que as baixas taxas in vitro ndo se devem a
falta de potencial interno para a germinacao (Campos et al., 2008; Campos & Costa,
2010a; Campos & Costa 2010b).

A andlise transcriptdmica durante a basidiosporogénese de P. microcarpus
revelou a expressao de genes relacionados a meiose e a mitose nas fases iniciais de
formacao dos basidiésporos, e de genes relacionados ao transporte de moléculas e a
sintese de acidos graxos, lipidios e aminoacidos nas fases finais (Pereira et al., 2017)
Durante todo o processo de maturacao, sS40 expressos genes relacionados a sintese
de proteinas estruturais hidrofébicas da parede celular (Pereira et al., 2017).

A medida que os basidiésporos de P. microcarpus amadurecem, o padrio de
emissao de fluorescéncia dos mesmos, quando corados com calcofluor, varia
(Campos & Costa, 2010b). Esse fenémeno foi atribuido as mudancas na composicao
da parede celular ao logo da basidiosporogénese, com o depdsito progressivo de
componentes estruturais das quatro camadas distintas que constituem essa estrutura,
promovendo seu espessamento (Mims, 1980; Campos & Costa, 2010b). Como
consequéncia da deposicdo das camadas da parede dos basidibsporos e da
incorporacao de proteinas hidrofébicas, a parede celular torna-se progressivamente
impermeavel (Costa, 2002; Campos & Costa, 2010b; Godinho, 2011; Silvério et al.,
2021).
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A porcentagem de viabilidade de basidiosporos maduros de P. microcarpus é
desconhecida. O percentual de basidiésporos viaveis dos fungos saprofiticos
Marasmius oreades e Pleurotus ostreatus, determinado com o método do sal de
tetrazdlio, foi de mais de 99 %, mesmo apds o armazenamento dos esporos por um
més (Miller et al, 1993). Ja para os fungos ectomicorrizicos Rhizopogon
Subcaerulescens e Suillus brevipes, utilizando-se 0 mesmo método, os percentuais de
esporos viaveis encontrados foram de 92 e 80 %, respectivamente (Miller et al., 1993).
Os autores atribuiram a menor viabilidade dos basidiésporos dos fungos
ectomicorrizicos a baixa permeabilidade da parede celular, que influenciou
negativamente a eficiéncia do método de avaliagdo da viabilidade (Miller et al., 1993).

A germinacao de basididsporos de fungos ectomicorrizicos € influenciada por
diversos fatores e nem todos sao conhecidos (Fries et al., 1987; Lagrange et al., 2001;
Costa, 2002; Deveau et al., 2012). Moléculas exsudadas pelas raizes das plantas, que
sdo encontradas em maior concentragdo no solo rizosférico, incluindo flavonoides,
acidos organicos, aminoacidos, acucares redutores e horménios vegetais sao
capazes de promover a germinacao de esporos, o crescimento e direcionamento dos
micélios em direcao ao hospedeiro e a colonizagao ectomicorrizica (Fries et al., 1987;
Lagrange et al., 2001; Costa 2002; Costa et al., 2003; Pereira, 2004; Deveau et al.,
2012).

A adicao dos éacidos fumarico, succinico, latico, citrico e do flavonoide
quercetina ao meio de cultura foram capazes de estimular significativamente a
germinagédo dos basidiésporos de P. microcarpus, mas nenhuma das adi¢des foi
capaz de elevar a taxa de germinagéao a valores acima 0,0025 %, ainda considerada
baixa (Pereira, 2004). A baixa permeabilidade da parede celular dificulta o transporte
das moléculas do meio para o interior dos basidiésporos, impedindo que os mesmos
germinem, mesmo na presenca de indutores (Costa, 2002; Costa et al., 2003; Pereira,
2004).

Tentativas de obtencdo de protoplastos dos fungos ectomicorrizicos
Hebeloma cylindrosporum, Hebeloma edurum, Hebeloma sinapizans, Suillus bellini e
Pisolithus sp. foram realizadas pelo tratamento das hifas fungicas com mistura de
enzimas liticas (Hebraud & Fevre, 1987). Os protoplastos sdo células livres de parede
celular, sendo importantes para a realizacdo de fusédo de protoplastos e transformacéao
genética mediada por polietilenoglicol (PEG) e eletroporacao. Os protoplastos foram
obtidos com sucesso para todos os fungos ectomicorrizicos testados, exceto em
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Pisolithus sp. (Hebraud & Fevre, 1987). O fracasso na obtencao de protoplastos para
esse fungo foi atribuido ao excesso de pigmentos das hifas, que diminuiu a
susceptibilidade da parede celular as enzimas liticas (Hebraud & Fevre, 1987).

Pigmentos sdo moléculas que absorvem radiacao luminosa em determinados
comprimentos de onda na regido visivel (~350 a 750 nm), provocando alteragbes na
coloragao (Britton, 1983). As melaninas sdo pigmentos de cor preta ou marrom escuro,
de natureza hidrofébica, frequentemente produzidas por fungos, podendo acumular-
se na superficie externa da parede celular apds serem secretadas ou participar de sua
composicao estrutural (Paolo et al., 2006; Gow et al., 2017). Essas moléculas tém
fungdo na interacdo dos fungos com o ambiente, especialmente na resisténcia a
estresses, sendo a quantidade produzida fortemente regulada em resposta as
condicbes ambientais (Dadachova & Casadevall, 2008; Suwannarach et al., 2019).
Em fungos ectomicorrizicos, as melaninas tém papel importante na tolerancia a metais
pesados (Grazziotti et al., 2001) e ao estresse hidrico (Fernandez & Koide, 2013). Em
geral, as melaninas, por apresentarem natureza hidrofébica, podem contribuir para a
baixa permeabilidade da parede celular de esporos e hifas (Nosanchuk et al., 2015).

Quando a concentracdo de melanina na parede celular das células da
levedura Hortaea werneckii, patogénica aos seres humanos, € aumentada em
resposta a modificacbes nas condicbes ambientais, ha perda significativa da
permeabilidade, fendbmeno atribuido a obstrucao parcial de poros da parede celular
por granulos de melanina (Kogej et al., 2007). Situacdo semelhante ocorre com o
fungo Cryptococcus neoformans (Jacobson & lkeda, 2005). A parede celular da
levedura patogénica Exophiala dermatitidis é altamente resistente, enquanto a parede
celular de linhagens albinas da mesma espécie é facilmente digerida por enzimas
liticas (Montjin et al., 1997).

Em Pisolihus sp., na presenca do metal téxico cromo, genes relacionados a
sintese de melaninas nos esporos sao altamente expressos (Shi et al., 2019). A adicao
de acetoseringona, metabdlito secundario produzido pela planta hospedeira,
estimulou a secrecao e acumulo de pigmentos escuros, semelhantes a melanina, no
exterior da parede celular de Pisolithus sp., indicando a participacao dessa classe de
compostos na formacgéo de ectomicorrizas (Herrera-Martinez et al., 2014).

Além das melaninas, outros trés pigmentos estdo presentes em fungos do
género Pisolithus, a saber, a badiona A, a norbadiona A e a pisoquinona. Todos séo
classificados como pigmentos derivados do acido pulvinico e possuem coloracédo
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amarela, laranja e marrom (Velizek & Cejpek, 2011; Camara, 2019). Acredita-se que
essas moléculas desempenhem papel na obtengédo de ions de potassio do solo e,
posterior, na transferéncia do nutriente para o hospedeiro via ectomicorrizas (Gill &
Kiefel, 1994). Além disso, esses compostos podem ter papel na protecdo do fungo e
da planta contra patégenos (Gill & Kiefel, 1994).

A parede celular é estrutura essencial para a sobrevivéncia, a morfogénese e
a comunicacao dos fungos no ambiente (Gow et al., 2017). A composicao da parede
afeta a ecologia do fungo e esta envolvida em funcdes vitais, tais como a protecao
frente a flutuacbes osméticas, sinalizacao celular (Schoffelmeer et al., 1999; Bowman
& Free, 2006), aderéncia a substratos, interacdo com o ambiente, reconhecimento de
hospedeiros, compatibilidade vegetativa, reproducéao e dispersao (Schoffelmeer et al.,
1999; Gow et al., 2017).

A composicao quimica da parede celular de hifas e esporos fungicos é variavel,
sendo os constituintes principais polissacarideos, proteinas, pigmentos, lipideos,
polifosfatos e ions inorgénicos (Gooday, 1994; Gow et al., 2017). Essa estrutura é
responsavel por 15 a 30 % do peso seco da célula fungica (Klis et al.,, 1999). Os
polissacarideos correspondem de 60 a 90 % da massa seca das hifas, enquanto as
proteinas, até 10 % (Chaud & Sgarbierri, 2006). Em esporos e leveduras, as proteinas
podem compor entre 20 e 50 % do peso seco da parede celular (Schneider et al.,
1977; Cole et al., 1979; Fleet et al., 1991).

A parede celular de basidiésporos de Pisolithus é estruturada em quatro
camadas com eletrodensidades distintas, sendo a ultima camada a mais espessa e
com presenca de ornamentacdo em forma de espiculas (Mims, 1980; Campos &
Costa, 2010b; Silvério, 2021). Os polissacarideos dos tipos p-1,3-glicana e quitina sdo
predominantes na composicao quimica da parede das hifas (Martin et al., 1999;
Santos, 2007). Os grupos de proteinas ancoradas a estrutura correspondem as
manoproteinas e as hidrofobinas (Tagu et al., 1996; Martin et al., 1999; Tagu et al.,
2000; Duplessis et al., 2001).

As proteinas da parede celular de fungos podem ser classificadas de acordo
com a forma com que estdo associadas a parede e quanto a susceptibilidade a certos
métodos de extracao (Pitarch et al., 2008). Assim, as proteinas de parede podem ser
classificadas em quatro grupos (Pitarch et al., 2008). As que estao ancoradas por meio
de ligacdes fracas, ndo-covalentes ou pontes dissulfeto, a outras proteinas da parede
celular compdem o grupo das extraiveis por surfactantes. Quando sdo ancoradas
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diretamente as B-1,3-glicanas por ligagbes alcali-sensiveis, compdem o grupo das
extraiveis por solu¢des de hidroxido de sodio. As que estédo ligadas a p-1,3-glicanas
diretamente por outros tipos de ligacado ou indiretamente por meio de B-1,6-glicanas,
correspondem ao grupo das extraiveis por $-1,3-glicanase. Por ultimo, ha o grupo das
extraiveis por exoquitinases, reunindo as proteinas ancoradas direta ou indiretamente
a quitina (Pitarch et al., 2008).

Manoproteinas sdo glicoproteinas  constituidas principalmente  por
polissacarideos de manose com cadeias curtas, covalentemente ligados a cadeias
laterais de polipeptidios (Funakoshi & Suzuki, 2009). Outros agucares também sao
encontrados, mas em quantidades menores (Quirés et al., 2010). Entre eles
destacam-se: a glicose, a galactose e a xilose (Quirés et al, 2010). Nas
manoproteinas, ha a predominancia dos aminoacidos hidrofébicos valina, alanina,
isoleucina e leucina, conferindo hidrofobicidade a parede celular (Silva Araujo et al.,
2014). As manoproteinas correspondem ao grupo proteico mais abundante na parede
celular de hifas de Pisolithus e podem estar envolvidas com importantes funcoes, a
exemplo da adeséo, permeabilidade, reproducdo e modulagdo do reconhecimento
imunoldgico (Tagu & Martin, 1996; Martin et al., 1999; Gow et al, 2017). As
manoproteinas distribuem-se nas distintas camadas da parede celular de alguns
fungos por meio de diferentes tipos de ligagao (Pitarch et al., 2008).

Hidrofobinas sdo proteinas pequenas e hidrofébicas encontradas
exclusivamente em fungos filamentosos (Wessels, 1996; Macindoe et al., 2012). A
composicdo em aminoacidos desse grupo de proteinas € variada, exceto por oito
residuos de cisteina conservados que formam quatro pontes dissulfeto (Wessels,
1996; Macindoe et al., 2012). Sao localizadas principalmente na regido mais externa
da parede celular e tém funcao no crescimento de micélio aéreo, agregacao das hifas
e adesdao a superficie do hospedeiro (Wessels, 1996; Linder, 2005). Sao divididas em
duas classes, | e Il, baseado em diferencgas estruturais, tais como o espagamento entre
os residuos de cisteina, e nas propriedades fisioquimicas dos agregados que formam
na superficie das células (Wessels, 1996; Linder, 2005).

Hidrofobinas de classe | arranjam-se em finas camadas estaveis chamadas de
rodlets, que cobrem a superficie do fungo e sao dificiimente desestruturadas (Kwan et
al., 2006; Morris et al., 2013). A extracdo de hidrofobinas da classe | foi obtida por
meio do uso dos acidos trifluoracético e metanoico (Wessels et al., 1991; de Vries et
al., 1993). As da classe Il ndo formam rodlets e, sim, monocamadas de proteinas



24

ligadas entre si por ligagdes fracas, podendo ser extraidas com uso de surfactantes
(Wessels et al.,, 1991; Ren et al., 2013).

Em Pisolithus, foram encontrados trés cDNA correspondentes a hidrofobinas
hydPt-1, hydPt-2 e hydPt-3, todas da classe | (Tagu et al., 1996; Tagu et al., 2000;
Duplessis et al., 2001). Durante o processo inicial de colonizagao do hospedeiro para
a formacao de ectomicorrizas, os trés genes sao altamente expressos, indicando que
as hidrofobinas tém participacdo nessa fase. Acredita-se que possam ter funcédo na
adesao do fungo a superficie da raiz ou na agregacao das hifas para penetracéo no
tecido radicular (Tagu et al., 1996; Tagu et al., 2000; Duplessis et al., 2001).

Tratamentos baseados na utilizacdo de acidos fortes, enzimas liticas e
diferentes marcas de agua sanitaria comercial ja4 foram testados na intencdo de
permeabilizar basidiésporos de P. microcarpus (Costa, 2002; Godinho, 2011; Silvério
et al.,, 2021). A agua sanitaria produzida por algumas marcas mostrou-se eficiente no
processo, obtendo-se valores superiores a 80 % de permeabilizacdo nos melhores
tratamentos (Godinho, 2011; Silvério et al., 2021). A variacdo nos resultados com a
aplicacdo de diferentes marcas de agua sanitaria demonstrou que a utilizacdo de
desse produto comercial compromete a reprodutibilidade do método (Silvério et al.,
2021), sendo que a permeabilizacao pode ter sido causada por outros componentes
do produto, uma vez que a utilizacdo de hipoclorito de sddio puro ndo ocasionou a
permeabilizacdo obtida com a &agua sanitaria (Dados ndo publicados). Um dos
componentes importantes utilizados para a estabilizacdo da agua sanitaria comercial
é o hidréxido de sédio.

Os esporos permeabilizados pelo método de Silvério et al. (2021) apresentaram
a morfologia da camada mais externa da parede celular alterada, ndo sendo possivel
detectar danos as demais camadas por meio das imagens de microscopia eletrdnica.
A viabilidade das células, no entanto, foi comprometida e nenhum aumento na taxa
de germinacao dos basididsporos tratados em relacao ao controle foi observado.

A remocéao sequencial de componentes da parede celular dos basidiésporos de
P. microcarpus, a exemplo de pigmentos, hidrofobinas e manoproteinas, pode ser
realizada por meio do uso de reagentes especificos, tais como surfactantes, acidos
organicos e bases (Pitarch et al, 2008; Wessels et al.,, 1996). |dealmente, a
permeabilizacao efetuada por agentes quimicos (Costa 2002; Godinho, 2012; Silvério
et al., 2021) ou enzimaticos deve conservar a viabilidade dos basidiésporos.



25

A germinacao de basidiésporos de P. microcarpus nao permeabilizados é
demorada, levando de 20 a 70 dias para o aparecimento de colénias no meio, na
presenca de plantulas hospedeiras (Costa 2002; Costa et al., 2003; Pereira, 2004). A
permeabilizacao da parede celular, por facilitar a entrada de compostos estimulantes
da germinagao nas células, pode reduzir o tempo necessario para surgimento das
colénias, eliminar a necessidade da presenga da planta hospedeira e melhorar as
porcentagens de germinacao, facilitando a producao de estirpes monocariéticas e o
desenvolvimento de inoculantes comerciais a base de esporos.

O objetivo do presente trabalho foi desenvolver método de permeabilizacao
da parede celular de basidiésporos de P. microcarpus com agentes quimicos e
enzimas visando a manutencgao da viabilidade desses propagulos.
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3. MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram realizados no Laboratorio de Ecologia Microbiana
(LEM) do Departamento de Microbiologia, localizado no Instituto de Biotecnologia
Aplicada a Agropecuéria (BIOAGRO) — Universidade Federal de Vigosa (UFV),
Vigosa, Minas Gerais.

3.1. Obtencao do material biolégico

Basidiomas maduros e nao danificados de P. microcarpus foram coletados sob
florestas de eucaliptos localizadas no Setor de Silvicultura da UFV e areas adjacentes
ao municipio de Vigosa, no periodo de julho a setembro de 2021. As coordenadas
geograficas dos pontos de coleta foram registradas através de equipamento de GPS
Garmin Etrex® 10. As distancias foram calculadas através do software de sistema de
informacao geografica (SIG) QGIS. O material encontrado dentro de um raio de 100
metros foi agrupado como proveniente de uma mesma &rea de coleta. No total foram
coletados 21 corpos de frutificagéo, agrupados em nove areas de coleta distintas.

A superficie externa dos basidiomas foi lavada com agua destilada e solugéo
de etanol (70 % v/v) para a remocao de residuos de substrato e esporos
contaminantes. ApGs secagem ao ar, os corpos de frutificacdo foram seccionados com
o auxilio de um bisturi. Esporos maduros, livres, localizados na regido apical dos
basidiomas, foram removidos com auxilio de espatula e tamisados em peneira com
poros de 2 mm. Os basididsporos provenientes de uma mesma area de coleta foram
misturados e mantidos em geladeira a temperatura de, aproximadamente, 7 °C.

Em todas as analises, exceto nas que objetivaram avaliar a reprodutibilidade
do método, foram utilizadas amostras compostas, constituidas de basididésporos
provenientes de todas as areas de coleta. Para tal, porcoes de 5 g de basididsporos
de cada é&rea de coleta foram adicionadas em um mesmo recipiente e
homogeneizadas.

3.1.1. Pré-tratamento dos basidiésporos
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Imediatamente antes de serem utilizados nos experimentos de
permeabilizacdo, os basididsporos foram submetidos a pré-tratamento padrdo com
surfactante, adaptado de Costa (2002), objetivando torna-los imersiveis em agua.
Dessa forma, porcdes de 50 mg de basidiésporos foram separadas em microtubos de
2 mL, onde foram adicionados 1 mL de solucédo do surfactante Triton X-100 a 0,5 %
(v/v) em tampao fosfato salino (PBS). A suspensao foi mantida sob agitagdo suave
por 5 min e depois centrifugada a 14000g por 5 min. O sobrenadante foi descartado e
o pellet lavado com PBS.

3.2. Permeabilizacao quimica

3.2.1. Tratamento com Triton X-100

Com o objetivo de remover pigmentos e proteinas estruturais ancoradas a
parede celular por ligagdes fracas, foram testados tratamentos a base de surfactante
segundo Pitarch et al. (2008), com adaptacdes. Os basididsporos, preparados como
descrito acima (Item 3.1.1), foram suspensos em solugdes de Triton X-100 a diferentes
concentragdes (0, 0,5, 1, 2 e 3 % v/v) em PBS. As suspensdes foram agitadas em
vértex e mantida em banho-maria a 35 °C por diferentes tempos (1, 5, 15, 30, 60 e
120 min). A cada 15 min, as suspensdes foram agitadas em vértex e, apoés o tempo
de incubagéo, centrifugadas a 140009 por 5 min. Os sobrenadantes foram reservados
para analise do teor de pigmentos e concentracdo de proteinas, e os basididésporos
foram lavados trés vezes com PBS para quantificacdo do percentual permeabilizado.

Para determinacdo da liberacdo de pigmentos da parede celular, os
sobrenadantes foram diluidos em agua destilada (1:10) e filtrados com membrana de
nitrocelulose com poros de 0,22 um. Os brancos consistiram das solugdes do agente
permeabilizador diluidas em agua destilada (1:10). O espectro de absorcédo na faixa
visivel, entre 350 e 700 nm, e a absorbancia dos sobrenadantes nos comprimentos
de onda de maxima absorgao, foram obtidos em espectrofotdmetro Genesys™.

A quantificacdo de proteinas extraidas foi realizada pelo método do acido
bicinconinico (Smith et al., 1985) com o sobrenadante diluido e filtrado como descrito
acima. Para tal, 1 mL do sobrenadante diluido e filtrado foi adicionado a tubos de
ensaio e acrescidos de 1 mL do reagente de determinacado, composto por solugao de
sulfato de cobre (IlI) pentahidratado a 4 % p/v e acido bicinconinico na proporcéao de
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1:50 v/v. Os tubos foram agitados em vértex e incubados em banho-maria a 37 °C por
30 min, seguido de repouso por 20 min a temperatura ambiente. A absorbancia do
sobrenadante foi determinada a 562 nm em espectrofotdmetro Genesys™. A
concentragado de proteinas foi determinada com base em curvas padrdo construidas
com BSA nas concentracoes de 0; 0,2; 0,4;0,6;0,8;1,0;1,2;1,4;1,6 1,8 e 2,0 mgmL"
', nas solugbes do agente permeabilizador diluidas em agua destilada (1:10). Cada
repeticdo dos tratamentos de permeabilizacdo e as curvas de BSA foram preparadas
e analisadas em triplicata.

O percentual de basididésporos permeabilizados foi calculado por meio do
método de coloragdo por Sudan Black B, adaptado de Costa (2002). Os esporos
presentes nos pellets apds o tratamento de permeabilizacdo foram ressuspendidos
em 500 uL de solugédo do corante Sudan Black B a 3 % (p/v) em etanol a 70 % (v/v).
A suspenséo foi agitada em voértex e mantida ao abrigo de luz durante 30 minutos,
sendo posteriormente agitada da mesma forma e centrifugada a 14000g por 5 min. O
sobrenadante foi descartado e os esporos lavados uma vez com etanol a 70 % (v/v) e
duas vezes agua destilada. Os basididésporos foram ressuspendidos em 1 mL de agua
destilada e uma aliquota de 16 pL da suspenséao foi montada entre Iamina e laminula
e observada ao microscopio éptico com a objetiva de 40X. Foram considerados
permeabilizados os esporos que se coraram de preto, indicando a penetracdo do
corante e a reacao do mesmo com o0s acidos graxos de reserva (Campos et al., 2008;
Silvério et al., 2021). A porcentagem de esporos corados foi determinada pela
observacédo de 5 campos aleatérios de trés lamina montadas para cada repeticdo do

tratamento.

3.2.2. Tratamento com acido metanoico

Com o objetivo de remover proteinas do grupo das hidrofobinas de classe |, foi
testado o método proposto por Wessels et al. (1991), com modificagdes.
Basididsporos pré-tratados (item 3.1.1) foram lavados duas vezes em solugao de NaCl
a 0,6 mol L' e ressuspendidos em concentragdes crescentes de acido metanoico (0,
1,5, 10 e 75 %) na proporcao de 1:1 v/v onde permaneceram por diferentes tempos
(1, 5, 15, 30, 60 e 120 min). A cada 15 min, as suspensdes mantidas a temperatura
ambiente, foram agitadas em vértex e, apds o tempo de incubacao, centrifugadas a
140009 por 5 min. Os sobrenadantes foram reservados para analise do teor de
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pigmentos e concentragao de proteinas, e os basidiésporos foram lavados trés vezes
com PBS para a determinacgdao da porcentagem de basidiésporos permeabilizados,
conforme descrito acima (item 3.2.1).

3.2.3. Tratamento com NaOH

A remogao de pigmentos e proteinas estruturais ancoradas a parede celular
por ligacoes alcali-sensiveis foi realizado segundo o método de Pitarch et al. (2008),
com modificagdes. Basididosporos pré-tratados (item 3.1.1) foram lavados duas vezes
em solugdo de NaCl a 0,6 mol L' e ressuspendidos em solugdes de NaOH a diferentes
concentragdes (0, 50, 100, 250, 500 e 1000 mmol L) em NaCl (0,6 mol L"), sendo
mantidas a temperatura ambiente por diferentes tempos (1, 5, 15, 30 e 60 e 120 min).
A cada 15 min, as suspensdes mantidas a temperatura ambiente, foram agitadas em
vértex e, apo6s o tempo de incubacdo, centrifugadas a 14000g por 5 min. Os
sobrenadantes foram reservados para analise do teor de pigmentos e concentracao
de proteinas, e os basidiésporos foram lavados trés vezes com PBS para a
determinacao da porcentagem de basididésporos permeabilizados, conforme descrito
acima (item 3.2.1).

3.2.4. Permeabilizacao pela aplicacao sequencial de agentes quimicos

Com base nos resultados obtidos na extracdo de pigmentos e proteinas dos
basididsporos com os agentes quimicos testados individualmente (Triton X-100, &cido
metanoico e NaOH), foi realizada a permeabilizacdo pela aplicacao sequencial dos
agentes quimicos avaliados neste trabalho. Para tal, foram selecionados os
tratamentos com as menores concentracées do agente de permeabilizacao e tempos
que levaram as maiores remocodes de pigmentos e proteinas (Triton X-100 a 1 % v/v,
por 60 min; acido metanoico a 5 % v/v, por 1 min). Para o NaOH, selecionou-se a
concentragdo de 500 mmol L' por 1 min. Esses agentes foram usados para tratar os
basididsporos sequencialmente e em trés ordens diferentes: 1) Triton 100-X — acido
metanoico — NaOH; 2) NaOH —Triton 100-X — acido metanoico; 3) Triton 100-X —
NaOH — acido metanoico. A porcentagem de basidiésporos permeabilizados foi
determinada como descrito no item 3.2.1.
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3.3. Permeabilizacao enzimatica

3.3.1 Tratamento com enzimas liticas

Basidiésporos pré-tratados foram submetidos a permeabilizagdo com
diferentes concentragdes de NaOH (0, 50, 100, 250 e 500 mmol L") por um min, sendo
posteriormente lavados por trés vezes com manitol a 0,8 mol L' e ressuspendidos em
1 mL das solucdes contendo os coquetéis de enzimas liticas Lysing Enzymes (Sigma-
Aldrich, St. Louis, MO, USA) e Driselase (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) e a
mistura de Lysing Enzymes + Driselase, preparadas no mesmo estabilizador
osmotico. A concentragdo das enzimas testadas foi de 15 mg mL™'. Adicionalmente,
para Lysing Enzymes, as concentragdes de 30 e 60 mg mL™! foram também testadas.
As suspensoes de basidiésporos em manitol a 0,8 mol L' contendo as enzimas liticas
foram submetidas a agitacdo de 80 rpm, a 30 °C, por cinco horas. Apds o periodo de
incubacao, as suspensdes foram centrifugadas 14000g por 10 min, lavadas e
ressuspendidas em manitol a 0,8 mol L. Foram avaliadas as alteragdes morfolégicas
dos basidiésporos por meio de preparagdes a fresco, entre lamina e laminula. A
porcentagem de permeabilizacéo foi determinada como descrito no item 3.2.1.

Lysing Enzymes e Driselase sdo misturas de enzimas liticas comerciais
utilizadas para a hidrélise da parede celular de células fungicas. Lysing Enzymes é
constituida de pB-glicanase, celulase, quitinase e protease, produzidas por
Trichoderma harzianum. A Driselase contém laminarinase, xilanase e celulase

produzidas por fungo basidiomiceto ndo especificado.

3.4. Viabilidade dos basidiésporos permeabilizados

Os basidiésporos permeabilizados foram avaliados quanto a viabilidade com o
kit LIVE/DEAD™ FungaLight™ Yeast Viability (Thermo Fisher Scientific, Cleveland,
OH, EUA), seguindo-se as instrucoes do fabricante. O procedimento consiste na
aplicacdo simultdnea dos corantes fluorescentes iodeto de propidio e SYTO® 9.
Células viaveis sdo coradas apenas por SYTO® 9 exibindo fluorescéncia verde,
enquanto que as células com a membrana celular danificada absorvem os dois
corantes, emitindo fluorescéncia vermelha ou alaranjada, quando excitadas no

comprimento de onda correto. Para a determinacao da viabilidade, os basididsporos
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foram submetidos a permeabilizagdo com NaOH a 0, 50, 100, 250, 500 € 1000 mmol
L' conforme descrito no item 3.2.3, seguido da coloragdo com o kit LIVE/DEAD™
Funga Light™ Yeast Viability. Adicionalmente testaram-se as seguintes combinacoes
de permeabilizagdo: 1) NaOH a 100 e 250 mmol L' e Lysing Enzymes a 30 mg mL"
e 2) NaOH a 100, 250 e 500 mmol L' e Lysing Enzymes a 60 mg mL'. Os
procedimentos de permeabilizacdo com NaOH e Lysing Enzymes foram feitos como
descrito no item 3.4. Ap6s a permeabilizacéo, os basididésporos foram corados com o
kit LIVE/DEAD™ FungaLight™ Yeast Viability. Um tratamento controle com
basidiésporos mortos foi realizado por meio da suspensdo de esporos
permeabilizados com NaOH 1000 mmol L''em 1 mL de etanol 70 % (v/v) durante cinco
horas, com agitacdo em vértex a cada 30 minutos. Apds o periodo, a suspensao de
basidiésporos foi centrifugada e o pelletfoi lavado e ressuspendido em NaCl a 0,6 mol
L', seguido da coloragdo com o kit LIVE/DEAD™ FungaLight™ Yeast Viability. Para
cada tratamento de permeabilizacao e o controle, foram montadas trés preparacdes
microscépicas por repeticdo. Para tal, 16 pL da suspensdao de esporos
permeabilizados e do controle foram montadas entre lamina e laminula e observadas
ao microscopio EVOS™ M5000, equipado com os cubos de luz GFP 2.0 e RFP 2.0.
Cinco imagens em campos aleatorios das laminas foram capturadas pelo sistema e

utilizadas para o calculo do percentual de basidiésporos viaveis.

3.5. Reprodutibilidade do método de permeabilizacao

Amostras de 50 mg de basididésporos oriundos de 9 areas foram submetidas a
permeabilizagdo com NaOH a 500 mmol L' por 1 min (item 3.2.3). Os basidiésporos
foram lavados trés vezes com PBS para a determinacdo da porcentagem de
basididsporos permeabilizados, conforme descrito acima (item 3.2.1) e as médias

obtidas foram comparadas.

3.6. Desenho experimental e analises estatisticas

Todos os experimentos foram montados em delineamento inteiramente
casualizado (DIC) com esquema fatorial e trés repeticoes. Os dados obtidos foram
submetidos a andlise de varidncia (ANOVA) e as médias comparadas pelo teste de
Tukey a 5 % de significancia. Calcularam-se os coeficientes de correlacao de Pearson
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entre o percentual de permeabilizacdo promovido pelos tratamentos com NaOH e os
valores de pigmentos e proteinas obtidos nos sobrenadantes. As analises foram
realizadas utilizando o software GraphPad Prism 8 e o pacote ExpDes.pt (Ferreira et
al., 2013) para o software R.
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4. RESULTADOS

4.1. Permeabilizacao quimica

4 1.1 Tratamento com Triton X-100

O tratamento com Triton X-100, nas concentracdes de 0,5, 1, 1,5 e 3 %, levou
a remocao de pigmentos dos basidiésporos (Figuras 1 e 2). A interacao entre os
fatores concentracdo de Triton X-100 e o tempo foi significativa para a absorbancia
nos dois comprimentos de onda. Ajustaram-se equacdes de regressdo para cada
concentracao de surfactante testada (Figuras 1 e 2).

Para os pigmentos analisados no comprimento de onda 350 nm, o tratamento
com 0 % de Triton X-100 apresentou extragéo linear e em menor quantidade (Figura
1). As curvas das demais concentragbes apresentaram modelos quadraticos
semelhantes entre si (Figura 1). Para os pigmentos analisados no comprimento de
475 nm, nao houve efeito do tempo na extragdo com solucdo a 0 % de Triton X-100
(Figura 2). Todas as demais concentragdes testadas apresentaram modelo
significativo, sendo os modelos quadraticos ajustados para as concentragcées 1, 1,5 e
3 % muito semelhantes (Figura 2).

O tratamento com Triton X-100 a 1 % e tempo de 60 min foi selecionado para
a continuidade dos experimentos, pois foi 0 de menor concentracdo e tempo que
apresentou maximo valor de absorbancia nos dois comprimentos de onda. A média
de absorbéancia obtida foi de 0,352 no comprimento de onda de 350 nm e de 0,420 no
comprimento de onda de 475 nm.

Nenhum tratamento a base de Triton X-100 levou a remocao de proteinas
(Figura 3) ou a diferenga significativa na permeabilizacdo dos basidiosporos em
relacdo ao controle (Figura 4).
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Figura 1. Teores de pigmento no sobrenadante apos o tratamento de basididsporos
de Pisolithus microcarpus com Triton X-100 a diferentes concentracdes e tempos de
incubagdo a 35 °C. A concentracao de pigmentos esta expressa em valores de
absorbancia medidos a 350 nm. Ao lado de cada concentracao de Triton X-100
testada consta a equacao de regressao ajustada, considerando apenas os modelos
significativos.
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Figura 2. Teores de pigmento no sobrenadante apds o tratamento de basidiésporos
de Pisolithus microcarpus com Triton X-100 a diferentes concentracdes e tempos de
incubacdo a 35 °C. A concentracao de pigmentos esta expressa em valores de
absorbancia medidos a 475 nm. Ao lado de cada concentracao de Triton X-100
testada consta a equacao de regressao ajustada, considerando apenas os modelos
significativos.
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Figura 3. Concentracdo de proteina no sobrenadante apdés o tratamento de
basididsporos de Pisolithus microcarpus com Triton X-100 a diferentes concentracdes
e tempos de incubagéo a 35 °C.
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Figura 4. Percentual de permeabilizacdo de basididsporos de Pisolithus microcarpus
tratados com Triton X-100 a diferentes concentragdes e tempos de incubacao a 35 °C.
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4 1.2 Tratamento com acido metanoico

N&o houve remogédo de pigmentos dos basidiésporos pelo tratamento com
acido metanoico nas concentracdes de 0, 1, 5, 10 e 75 % e tempos testados, nos
comprimentos de onda de 350 e 475 nm.

Os tratamentos com acido metanoico em concentragdes superiores a 1 %,
foram capazes de remover proteinas dos basidiésporos (Figuras 5 e 6). Nao houve
efeito do tempo de tratamento ou da interacao entre o tempo e concentracao de acido
metanoico sobre a extracdo de proteinas por esse composto (Figura 5), sendo
observado efeito significativo apenas das diferentes concentracdes testadas (Figuras
5 e 6). Foi ajustado um modelo quadratico descrevendo o efeito das concentragdes
de acido metanoico na concentracao de proteinas presente no sobrenadante (Figura
6).

O tratamento com 5 % de 4cido metanoico por 1 min, com média de proteina
no sobrenadante de 0,21 mg mL"' foi o escolhido para a continuidade dos
experimentos por ter sido 0 com menor concentragdo de acido metanoico e tempo
testado que obteve elevada concentracao de proteinas no sobrenadante em relacao
aos demais.

Os tratamentos com &acido metanoico ndo foram capazes de promover a

permeabilizacao dos basididsporos (Figura 7).

4 1.3 Tratamento com NaOH

Os tratamentos com NaOH foram capazes de remover pigmentos dos
basidiosporos. (Figura 8). Os sobrenadantes obtidos apresentaram maxima
absorbancia a 350 nm, ndo apresentado pico na regido de 475 nm. A interagédo entre
a concentracao de NaOH empregada e o tempo, bem como o efeito isolado do tempo,
foram significativos, e foram ajustadas as equagodes de regressao para cada uma das
concentragdes de NaOH testadas. O aumento da concentragdo de NaOH levou ao
aumento da liberacao de pigmentos para o sobrenadante (Figura 8).
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Figura 5. Concentracdo de proteina no sobrenadante apdés o tratamento de
basidiésporos de Pisolithus microcarpus com acido metanoico a diferentes
concentragdes e tempos de incubagéo a temperatura ambiente.
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Figura 6. Concentracdo de proteina no sobrenadante apds tratamentos de
basidiésporos de Pisolithus microcarpus em funcdo da concentragdo de acido

metanoico. Equacao de regressao representativa de modelo quadratico significativo
ajustado aos dados.
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Figura 7. Percentual de permeabilizagéo de basidiésporos de Pisolithus microcarpus
tratados com metanoico a diferentes concentracées e tempos de incubacdo a
temperatura ambiente.
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Figura 8. Teores de pigmento no sobrenadante ap6s o tratamento de basidiésporos
de Pisolithus microcarpus com NaOH a diferentes concentragcdes e tempos de
incubacgéo a temperatura ambiente. A concentracdo de pigmentos esta expressa em
valores de absorbancia medidos a 350 nm. Ao lado de cada concentragao de NaOH
testada consta a equacao de regressao ajustada, considerando apenas 0os modelos
significativos.
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Os modelos ajustados para as concentragdes de 500 e 1000 mmol L' foram
muito semelhantes e atingiram maiores valores nos tempos de 60 e 120 min (Figura
8). Sendo assim, considerou-se 0 com menor concentracdo e tempo de exposicao,
500 mmol L' por 60 min, o mais eficiente na remogéo de pigmentos, com absorbancia
média do sobrenadante em 350 nm de 0,542.

Os tratamentos com NaOH foram capazes de remover proteinas dos
basidiésporos (Figuras 9 e 10). As concentracbes de proteinas no sobrenadante
aumentaram significativamente com as maiores concentracées de NaOH (Figuras 9 e
10). No entanto, o tempo de tratamento e a interagéo entre o tempo e concentracédo
nao se mostraram significativos para essa extragcao (Figura 9). Foi ajustado um modelo
quadratico descrevendo o efeito das concentracbes de NaOH na liberagcdo das
proteinas (Figura 10). O tratamento a base de NaOH mais eficiente foi o com
concentragdo de 1000 mmol L' por 1 min, com média de concentragio de proteina
no sobrenadante de 0,48 mg/mL.

Tratamentos com NaOH também promoveram a permeabilizacdo da parede
celular dos basidiésporos de P. microcarpus (Figura 11). De forma semelhante ao
observado na remocgéao de proteinas, ndo houve influéncia significativa do tempo e da
interacdo entre tempo e concentragdo para o percentual de permeabilizacédo (Figura
12), sendo esse aumentado apenas com a elevagdo da concentragdo de NaOH
empregada (Figuras 12 e 13). Foi ajustado um modelo quadratico descrevendo o
efeito das concentracdes de NaOH na liberagdo das proteinas para o sobrenadante
(Figura 13). Os tratamentos com 100, 250, 500 e 1000 mmol L' de NaOH obtiveram
percentual permeabilizacao superiores aos do controle. O melhor resultado foi obtido
com o tratamento com 1000 mmol L' por 1 min, com a média de 97 % das dos
basidiésporos permeabilizados.

As concentragdes de pigmentos e proteinas determinadas nos sobrenadantes
dos tratamentos com NaOH correlacionaram-se positiva e significativamente com as

porcentagens de basidiésporos permeabilizados (0,6841 e 0,9485, respectivamente).
4.1.4. Permeabilizacao pela aplicagdo sequencial de agentes quimicos
A aplicacao sequencial dos agentes quimicos, em qualquer uma das ordens

testadas, ndo levou a valores de permeabilizacdo significativamente diferentes
daqueles obtidos com o uso exclusivo de NaOH a 500 mmol L' (Figura 14).
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Figura 9. Concentracdo de proteina no sobrenadante apds o tratamento de
basididsporos de Pisolithus microcarpus com NaOH a diferentes concentragdes e
tempos de incubacao a temperatura ambiente.
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Figura 10. Concentragdo de proteina no sobrenadante apds tratamentos de
basididosporos de Pisolithus microcarpus em funcdo da concentracdo de NaOH.
Equacao de regressao representativa de modelo quadratico significativo ajustado aos
dados.
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permeabilizagdo com diferentes concentragées de NaOH por 1 minuto. (A) 1000 mmol
L. (B) 500 mmol L. (C) 250 mmol L. (D) 100 mmol L-'. (E) 50 mmol L. (F) Contole:
0 mmol L', Barras: 20 ym.
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Figura 12. Percentual de permeabilizagao de basididsporos de Pisolithus microcarpus
tratados com NaOH a diferentes concentracdes e tempos de incubacao a temperatura
ambiente.
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Figura 13. Percentual de permeabilizacao de basididésporos de P. microcarpus apés
tratamentos, em funcdo da concentracdo de NaOH. Equacdo de regressao
representativa de modelo quadratico significativo ajustado aos dados.
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Figura 14. Percentual de basidiésporos de P. microcarpus permeabilizados
sequencialmente com NaOH a 500 mmol L' por um min, Triton X-100 a 1 % por 60
min (T) e acido metanoico a 5 % por 1 min (A), em diferentes ordens. ns = nao
significativo pelo teste de Tukey a 5%.
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4.2. Permeabilizacao enzimatica

Os tratamentos com Lyzing Enzymes, Driselase e Lyzing Enzymes + Driselase
nao promoveram a permeabilizagdo dos basidiésporos tratados com 0 e 50 mmol L
de NaOH, independente das concentragdes de enzimas testadas (Figuras 15, 16 e
17). Os tratamentos com Lyzing Enzymes (15 mg mL™"), Driselase (15 mg mL") e com
Lyzing Enzymes + Driselase (15 mg mL™" + 15 mg mL") ndo promoveram aumentos
significativos na permeabilizacao dos basidiésporos (Figuras 15). No entanto, foram
observadas tendéncias de aumento da permeabilizacdo com o uso de Lyzing
Enzymes (Figura 16).

O tratamento com Lysing Enzymes na concentragdo 30 mg mL™" aumentou as
porcentagens de basidiésporos permeabilizados em 7,3 e 8,1 % apds os tratamentos
de permeabilizagéo prévios com NaOH a 100 e 250 mmol L™, respectivamente (Figura
16). Com a concentragdo de Lyzing Enzymes de 60 mg mL', as porcentagens de
basidiésporos foram significativamente aumentadas em 7,7, 9,3 e 6,3 % para os
tratamentos com NaOH a 100, 250 e 500 mmol L', respectivamente (Figura 17). Nao
foram observadas alteracbes morfolégicas na superficie dos basididésporos
submetidos a digestdo enzimatica. Nao houve efeito significativo da interagédo entre
as concentragdes de NaOH e dos conjuntos enzimaticos testados.

4.3. Reprodutibilidade do método de permeabilizacao

O meétodo de permeabilizagdo com NaOH mostrou-se reprodutivel quando
aplicado em amostras compostas de basididosporos oriundos de 9 areas de coleta
distintas (Figura 18). Nao houve diferenca significativa entre as porcentagens de
basididsporos permeabilizados nessas condi¢cdes, independentemente das amostras
compostas testadas (Figura 18).
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Figura 15. Percentual de basidiésporos de P. microcarpus permeabilizados com
NaOH a diferentes concentragdes e, posteriormente, submetidos a digestdao com
Lysing Enzimes (LE; 15 mg mL™"), Driselase (Dr; 15 mg mL") e LE + Dr (15 mg mL" +
15 mg mL™"). Controle = tratamento dos basidiésporos somente com NaOH na
concentracao correspondente. ns = nao significativo pelo teste de Tukey a 5%
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Figura 16. Percentual de basidiésporos de P. microcarpus permeabilizados com
NaOH a diferentes concentragdes e, posteriormente, submetidos a digestao com
Lysing Enzimes (LE; 30 mg mL). Controle: tratamento dos basidiésporos somente
com NaOH na concentracdo correspondente. * = significativo pelo teste de Tukey a
5%. ns = nao significativo.
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Figura 17. Percentual de basidiésporos de P. microcarpus permeabilizados com
NaOH a diferentes concentragdes e, posteriormente, submetidos a digestdao com
Lysing Enzimes (LE; 60 mg mL""). Controle: tratamento dos basidiésporos somente
com NaOH na concentragdo correspondente. * = significativo pelo teste de Tukey a
5%. ns = nao significativo.
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Figura 18. Porcentagem de basidiésporos de Pisolithus microcarpus permeabilizados,
oriundos de 9 areas de coleta distintas, apds tratamento com NaOH a 500 mmol L' e
incubados por um minuto a temperatura ambiente. Barras com a mesma letra
minuscula nao diferem entre si pelo teste de Tukey a 5 %.
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4.4. Viabilidade dos basidiésporos permeabilizados

Apés a aplicacao dos tratamentos de permeabilizacdo com NaOH a 100, 250,
500 e 1000 mmol L' (Figura 19 A-D), por um minuto, ou das combinag¢des de NaOH
a 100, e 250 mmol L' + Lysing Enzymes a 30 mg mL™", e de NaOH a 100, 250 e 500
mmol L' + Lysing Enzymes a 60 mg mL" (Figura 19 D-l), tratamentos esses onde
houve a permeabilizacdo, a viabilidade dos basidiésporos foi de 99,87 %. Os
basididsporos nao permeabilizados ndao emitiram fluorescéncia (Figura 19 J) e os do
controle, sem viabilidade, emitiram fluorescéncia vermelha (Figura 19 K).
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Figura 19. Basidiésporos de P. microcarpus submetidos a coloragdo com kit
LIVE/DEAD™ FungaLight™ Yeast Viability. Basididosporos viaveis apresentam
coloragdo verde, enquanto que basidiésporos vermelhos sao inviaves (A)
Basidiésporos permeabilizados com NaOH a 1000 mmol L. (B) Basidiésporos
permeabilizados com NaOH a 500 mmol L. (C) Basidiésporos permeabilizados com
NaOH a 250 mmol L. (D) Basidiésporos permeabilizados com NaOH a 100 mmol L-
1. (E) Basidiésporos permeabilizados com NaOH a 250 mmol L' e Lysing Enzyme (30
mg/mL). (F) Basidiésporos permeabilizados com NaOH a 100 mmol L' e Lysing
Enzymes (30 mg/mL). (G) Basidiésporos permeabilizados com NaOH a 500 mmol L-
e Lysing Enzyme (60 mg/mL). (H) Basidiésporos permeabilizados com NaOH a 250
mmol L' e Lysing Enzymes (60 mg/mL). () Basidiésporos permeabilizados com NaOH
a 100 mmol L 'e Lysing Enzymes (60 mg/mL). (J) Basidiésporos ndo permeabilzados.
Notar que esporos nao permeabilizados ndo emitem fluorescéncia. (K) Controle morto.
Notar que esporos com a membrana plasmatica danificada emitem fluorescéncia
vermelha. Barras: 75 um.
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5. DISCUSSAO

Neste trabalho, foi possivel desenvolver protocolo de permeabilizacdo de
basidiésporos de P. microcarpus com o uso de NaOH. O método mostrou-se
altamente reprodutivel, eficiente e capaz de manter alta viabilidade dos propagulos
fungicos. Os resultados ora obtidos sdo especialmente importantes para o
desenvolvimento de inoculantes a base de basidiésporos e para a producdo de
estirpes monocaridticas destinadas a estudos de genética quantitativa, mutagénese e
transformacao (Costa et al., 2003, Silvério et al., 2021).

Triton X-100 e acido metanoico foram capazes de remover pigmentos e
proteinas, respectivamente, dos basididsporos fangicos. No entanto, esses
compostos ndo melhoraram as porcentagens de permeabilizagdo. Os valores de
absorbancia medidos a 475 nm indicam a presenga de pigmentos que absorvem mais
luz proximo a esse comprimento de onda, emitindo no comprimento de onda
complementar, de cor amarela ou laranja (Minguez-Mosquera et al., 1991). A
presenga de pigmentos derivados do acido pulvinico de coloragdo amarela ou
alaranjada, norbadiona A, badiona A e pisoquinona, ja foi demonstrada em Pisolithus
(Gill & Kiefel, 1994; Camara, 2019). No entanto, nossos resultados sugerem que esses
pigmentos tém pouca ou nenhuma influéncia na susceptibilidade dos basidiésporos a
permeabilizacao.

Os maiores valores de absorbancia medidos a 350 nm, nos tratamentos com
Triton X-100 e NaOH, podem indicar a extracdo de melaninas fungicas, as quais
absorvem mais luz na faixa do ultravioleta, diminuindo com o aumento do
comprimento de onda (Suwannarach et al., 2019). A extracao de melaninas fungicas
com NaOH apresenta bom desempenho (Suwannarach et al., 2019). Esses pigmentos
reduzem a permeabilidade da parede celular (Montjin et al., 1997; Jacobson & Ikeda,
2005; Kogej et al. 2007). Interessantemente, no presente trabalho, foram observadas
correlagdes diretas e significativas (0,6841; p < 0,05) entre a quantidade de pigmentos
removidos, medidos a 350 nm, pelo NaOH e as porcentagens de basididésporos
permeabilizados por esse agente.

O tratamento dos basididsporos com acido metanoico e NaOH resultaram na
liberacado de proteinas para o sobrenadante. Ja os tratamentos com Triton X-100, a
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35 °C, nao foram eficientes para a remogao dessas moléculas da parede celular.
Tratamentos com surfactantes com a finalidade de extrair proteinas ancoradas por
ligacbes fracas a fracbes de parede celular purificadas, fazem uso de altas
temperaturas [100 °C] (Pitarch et al., 2008). Essa diferenca pode explicar a ineficiéncia
do surfactante na extracao desses compostos no presente trabalho. No entanto, a
temperatura de 35 °C foi escolhida com a finalidade de se preservar a viabilidade dos
basididsporos. Alternativamente, proteinas ancoradas a parede por ligacdes fracas
podem nao estar presentes nos basidiésporos. De fato, a presenca desse grupo de
moléculas, a exemplo das hidrofobinas da classe Il, ndo foi observada na parede
celular de hifas de Pisolithus tinctorius (Tagu et al., 1996; Tagu et al., 2000).

O acido metanoico foi capaz de remover proteinas dos basidiésporos. O uso
desse composto foi baseado na capacidade do mesmo em desestruturar e extrair
hidrofobinas da classe | da parede celular fungica (Wessels et al.,, 1991; Ren et al,,
2013). As hidrofobinas da classe | sdo constituintes da parede celular de hifas do fungo
ectomicorrizico Pisolithus tinctorius (Tagu et al., 1996; Tagu et al., 2000; Duplessis et
al., 2001). Da mesma forma, a expressao de genes que codificam hidrofobinas ja foi
relatada durante toda a basidiosporogénese de P. microcarpus (Pereira et al., 2017).
Haja vista a localizacao superficial da hidrofobinas (Wessels et al., 1991; Tagu et al.,
1996), a imediata quebra da tensao superficial dos basididsporos pelo pré-tratamento
com Triton X-100 a 0,5 % e a ndo permeabilizacao dos esporos nos tratamentos com
Triton X-100 e acido metanoico, hipotetizamos que as hidrofobinas nao contribuem de
forma significativa para a recalcitrancia dos basidiésporos de P. microcarpus.

O NaOH foi o agente mais eficiente na remogcdo de proteinas. Solug¢des
alcalinas sao eficientes na remocao de manoproteinas, componentes altamente
conservados nas paredes celulares fungicas (Pitarch et al., 2008; Gow et al., 2017).
As manoproteinas sao moléculas hidrofébicas, estdo ancoradas de forma variada na
parede celular fungica e contribuem para a impermeabilizacdo dessa estrutura (Silva
Aratijo et al., 2014). E possivel que a remogao parcial desse grupo de moléculas tenha
sido efetuada pelo NaOH, resultando nas porcentagens de permeabilizacao de até 97
% dos basididésporos. De fato, foi observada alta correlacao (0,9485; p < 0,05) entre a
quantidade de proteinas extraidas com NaOH e as porcentagens de permeabilizacao
obtidas com esse agente.

O NaOH foi capaz de permeabilizar os basidiésporos de P. microcarpus sem a
necessidade de tratamento prévio com Triton X-100 e, ou acido metanoico. Da mesma
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forma, a aplicacdo desses agentes apos o tratamento com NaOH nao aumentou a
permeabilizacdo promovida por essa base.

Os percentuais de permeabilizacao da parede celular de basidiésporos de P.
microcarpus tratados com NaOH foram similares aos obtidos com os tratamentos a
base de agua sanitaria (Godinho, 2012; Silvério et al., 2021). No entanto, o uso do
produto comercial resultou em diferentes eficiéncias quando aplicado a basidiésporos
oriundos de distintos basidiomas (Silvério et al., 2021). O método ora proposto,
consistindo da permeabilizacdo dos basidiésporos com NaOH, mostrou-se
reprodutivel, promovendo porcentagens de permeabilizagdo estatisticamente
semelhantes para amostras compostas de basidiésporos oriundos de 9 areas distintas
de coleta dos basidiomas. O uso de reagentes quimicos analiticos no presente
trabalho eliminou as variacées inerentes da composicao das marcas de agua sanitaria
comerciais testadas por Sivério et al. (2021).

Lysing Enzymes foi eficaz em promover aumentos na porcentagem de
basididsporos permeabilizados ap6s o tratamento prévio com NaOH. Os aumentos
obtidos variaram de 6,3 a 9,3 %, a depender da concentracdo do produto enzimatico.
Constatou-se que a remocdo de pigmentos e proteinas da parede celular dos
basididsporos de P. microcarpus pelo NaOH foi necesséria para a atuacao das
enzimas liticas sobre a parede celular fungica, com ganhos de permeabilizacao.
Ganhos adicionais na permeabilizacdo poderdo ser obtidos pelo aumento das
concentracdes das enzimas liticas, do tempo de digestdo e de uma remocao mais
eficaz de pigmentos e proteinas, além de outros compostos que contribuem para a
baixa permeabilidade da parede celular dos basidiésporos.

O elevado percentual de viabilidade dos basidiésporos permeabilizados indica
que as condi¢des utilizadas para o tratamento da parede celular desses propagulos
foram brandas, ndo ocasionando danos a membrana plasmatica dos propagulos
fungicos. Esses valores de Vviabilidade medidos para os basididésporos
permeabilizados de P. microcarpus sdo semelhantes aos valores relatados para
outras espécies de basidiomicetos, a exemplo de Pleurotus ostreatus (> 99%),
Marasmius oreades (> 99 %), Rhizopogon subcaerulescens (92 %) e Suillus brevipes
(80 %) [Miller et al., 1993]. Os dados de viabilidade obtidos no presente trabalho
corroboram a hipétese de que as baixas taxas de germinacao dos basidiésporos de
P. microcarpus nao sao causadas por falta de condicdes internas necessarias ao
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processo de germinacao (Campos et al., 2008; Campos & Costa 2010a; Campos &
Costa, 2010b; Pereira et al., 2017).

As porcentagens de viabilidade dos basididésporos aqui obtida foram superioras
as relatadas por Godinho (2012) e Silvério et al. (2021), que usaram agua sanitaria
comercial para a permeabilizacao dos esporos. Esses autores relataram porcentagens
de viabilidade de, no maximo, 80 %. O hipoclorito de sédio, componente da agua
sanitaria comercial, é forte agente oxidante, ocasionando danos as estruturas
celulares com a consequente perda de viabilidade (Kwolek-Mirek et al., 2011).

Mesmo que a escarificacdo quimica testada tenha permitido a maior atuacao
das enzimas liticas sobre a parede celular dos basidiésporos, a mesma mostrou-se
ainda robusta o suficiente, ndo havendo a liberagao de protoplastos, esferoplastos ou
outras alteragGes visiveis na sua estrutura. Além disso, a maior agdo de Lyzing
Enzymes sobre a parede celular, apés o tratamento dos basidiésporos com NaOH,
nao provocou danos a membrana citoplasmatica dos basidiésporos, mesmo na maior
concentracio de 60 mg mL™".

Nao foi possivel, neste trabalho, avaliar a porcentagem de germinacao dos
basididésporos permeabilizados. A germinagdo desses propagulos é demorada,
levando de 20 a 70 dias para o aparecimento de colbnias in vitro, na presencga de
plantulas hospedeiras (Costa 2002; Costa et al., 2003; Pereira, 2004). Espera-se que,
com o tratamento de permeabilizacdo desenvolvido, os basidiésporos possam
germinar em menor tempo e em maiores porcentagens, facilitando a produgédo de
inoculantes e a colonizacdo do sistema radicular da planta hospedeira. O
desenvolvimento de inoculantes a base de basididésporos é de relevancia para o Brasil,
uma vez que o pais detém extensas area plantadas com eucalipto (IBA, 2020), plantas
que se encontram frequentemente associadas a P. microcarpus em campo
(Chambers & Cairney, 1999; Costa, 2002; Cairney, 2002; Kasuya et al., 2010).

A permeabilizacao da parede celular dos basididsporos pode facilitar a entrada
na célula de compostos indutores da germinacdo, tais como acidos organicos,
flavonoides, agucares redutores e hormonios vegetais (Fries et al., 1987; Lagrange et
al., 2001; Costa 2002; Costa et al., 2003; Pereira, 2004; Deveau et al., 2012),
facilitando a obtencao de isolados monocariéticos destinados aos estudos de genética
quantitativa da associacao ectomicorrizica, transformacédo e mutagénese (Rosado,
1993; Costa et al., 2003).
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6. CONCLUSOES

Desenvolveu-se método de permeabilizagcdo de basidiésporos de P.
microcarpus, de alta reprodutibilidade e capaz de conservar a viabilidade dos
basididsporos fungicos.

O NaOH foi o agente capaz de remover pigmentos e proteinas da parede
celular e provocar a permeabilizacao dos basidiésporos.

Os coquetéis enzimaticos testados ndo foram capazes de promover a
permeabilizacdo dos basididsporos isoladamente. No entanto, tratamento prévio com
NaOH favoreceu a atuacao do Lysing Enzymes, causando elevacado no percentual
permeabilizado com os tratamentos combinados.

O método desenvolvido tem o potencial de melhorar as porcentagens de
germinacao dos basididosporos de P. microcarpus, facilitando a obtencao de estirpes

monocariéticas e o desenvolvimento de inoculantes ectomicorrizicos.
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