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SELECAO DE LINHAGENS E OBTENCAO DE HIBRIDOS DE Saccharomyces
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RESUMO

FracOes lisadas de diferentes linhagens da levedura Saccharomyces cerevisiae
foram utilizadas em bioensaio com cotilédones de soja da variedade IAC-8, com o objetivo
de demonstrar o possivel aproveitamento deste microrganismo em programas de mndugdo a
proteg#o de doengas em plantas.

Linhagens de Saccharomyces cerevisiae procedentes de diversos laboraténios
foram quantitativamente comparadas quanto ao teor de carboidratos totais sohiveis presentes



em dois tipos de fraglio: o "lavado" e o lisado. O uso da fraglio "lavado" nfio apresentou
qualquer vantagem uma vez que os teores de aglcares encontrados foram relacionados com
residuos do meio de cultura. Testes preliminares foram executados a fim de determinar
método adequado de lise celular. As amostras utilizadas no bioensaio consistiram da frac8o
lisada e autoclavada de diferentes linhagens. As duas linhagens mais representativas do
grupo foram cruzadas em laboratorio e seus hibridos isolados por micromanipulaco. Vinte e
quatro ascosporos oriundos de seis (6) ascos diferentes constituiram o material que, apds ser
submetido ao teste quimico de antrona, foi selecionado para o bioensaio.

A possibilidade de linhagens nfo-comerciais de S.cerevisiae serem capazes de

estimular a produglio diferenciada de fitoalexinas em soja foi confirmada pelo presente
estudo.

Observagio relevante foi a grande variabilidade do teor de carboidratos
presente no lisado de hibridos resultantes do cruzamento em laboratério.

Sugere-se a introdugio do teor de carboidratos como uma das caracteristicas de
selego, visando 4 montagem de um perfil fenotipico de linhagens que atuem como

elicitores de fitoalexinas em soja.
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SELECTION OF STRAINS AND HIBRIDIZATION OF Saccharomyces cerevisiae
MEYEN WITH PERSPECTIVES OF UTILIZATION IN THE INDUCTION OF
DESEASE RESISTANCE IN SOYBEAN (Glycine max(L.) MERRIL).

Author: MARIA CRISTINA MENDES COSTA

Adviser: Dr* WALKYRIA BUENO DE CAMARGO MORAES

ABSTRACT

Lysate fractions from different strains of the yeast Saccharomyces cerevisiae
have been used in biocassay on soybean cotyledons of the cultivar IAC-8, with the purpose of
demonstrating the possible utilization of this microorganism in programms of induction of
disease protection in plants.

Strains proceeding from various laboratories were quantitatively compared to
the content of all soluble carbohydrates present in two kinds of fraction: the "washed" and
the lysate fraction. The use of the "washed" fraction did not prove to be of any advantage
since the sugar contents found in it were related to residues from the culture medium.
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Preliminary assays were carmed out in order to determine an adequate method of
cellular lysis. The samples to be assayed consisted of the lysate and autoclaved fraction from
different strains. The two most representative strains of the group were crossed in laboratory
and their hybrids isolated by micromanipulation. Twenty-four ascospores derived from six
different asci constituted the material which, after being submitted to the anthrone chemical
test, was selected for the bioassay.

The possibility of non-commercial strains of S. cerevisiae being capable of
stimulating differentiated production of phytoalexins in soybean has been confirmed by the
present study.

Relevant observation has been made regarding the vanability of all sorts of
carbohydrate content present in the lysate of hybrids resulting from the crossing in
laboratory.

We suggest the introduction of carbohydrate content as one of the characteristics
for selection aiming at getting a phenotypic patiern of strains that act as elicitors of

phytoalexins.



1-INTRODUCAO

Dentre os vegetais mais cultivados no mundo e, especialmente no Brasil,
destaca-se a soja (Ghcine max. L) Mermill, uma dicotileddnea da familia Leguminosae,
subfamilia Papilionoideae e nativa da Asia. Atualmente ¢ cultivada em varias partes do
mundo e constitui uma importante fonte de proteina e 6leo vegetal.

Os Estados Unidos da América s#o o maior produtor e exportador de soja
seguidos pelo Brasil e pela Republica Popular da China.

Muitas industrias alimenticias dependem da soja como matéria prima para
seus produtos, destacando-se as industrias de 6leo. O alto teor proteico de seus griios faz da
soja a base da alimentag¥o do homem em varias partes do mundo, além de ser consumida
por outros animais e usada no tratamento de perturbagdes organicas.

A soja pode substituir a camne bovina e o leite de vaca com a vantagem de seu
custo ser menor, além de representar fonte de divisas para o Brasil, pois é exportada para
outros paises do mundo.

A economia brasileira ¢, portanto, extremamente dependente de uma boa
safra anual de grios de soja e, para tanto, é necessiria uma boa politica agricola e,
principalmente, um bom manejo de pragas e doengas. O Brasil, a cada ano que passa,
aumenta sua area cultivada e, em consequéncia disto, tem aumentado a incidéncia de

doengas, tanto em niimero quanto em severidade ( Vernetti, 1983).



O controle de patogenos ¢ necessdrio para minimizar os desequilibrios
ambientais causados pela agricultura. Os programas de controle podem ser baseados em
meios naturais ou biologicos que dependem do uso de resisténcia e estimulo de antagonistas
como primeira linha de defesa. O uso de defensivos agricolas esta, cada vez mais, sendo
combatido tanto pelos ecblogos como pelos proprios produtores, pois o custo elevado dos
produtos e o seu uso indevido tém causado muitos problemas.

Os conceitos na genética da interaglio patégeno- hospedeiro vem sofrendo
muitas mudangas com o aprimoramento das pesquisas ao longo dos anos. O enfoque dado
aos mecanismos de resisténcia de plantas a doengas sofreu uma grande alterag8o depois da
descoberta das fitoalexinas e, a partir dai, juntamente com o avango da tecnologia modema,
abriu-se um canal para novos conhecimentos que, certamente, culminaram em um novo
modo de encarar e entender estas interagOes.

A indugfio de protegio, ao invés do simples manejo de genes que conferem
resisténcia ao hospedeiro, comegou a ser estudada e aplicada como uma das alternativas de
controle. Um dos mecanismos de resisténcia a doengas ¢ a sua habilidade de acumular
compostos de baixo peso molecular, téxicos 4 grande maioria de microrganismos. Estes
compostos, chamados fitoalexinas, geralmente nfio sfio detectados nos tecidos das plantas
antes da infeccfio, mas sfo estimulados por substincias préprias do invasor ou de
microrganismos nfo-patogénicos. Tais substincias que executam o papel de ativadoras de
fitoalexinas foram denominadas ehcitores.

Muitos pesquisadores acreditam que todas as plantas possuem potencial
genético para resisténcia a fungos, bactérias e virus, ja que a susceptibilidade a doengas ¢
uma excegdo na patureza e a resisténcia , a regra (Kuc, 1972; Kuc & Rush, 1985).



A levedura Saccharomyces cerevisiae Meyen nio é um patégeno de planta,
mas, todavia, contém em suas paredes uma substincia que atua como um elicitor de
fitoalexinas. Esta substdncia foi identificada como uma ghicana (Hahn & Albersheim,
1978) e existe em paredes celulares de diferentes fungos. Glucanas isoladas de S.
cerevisiae, assim como de Phytophtora megasperma Drechs. fsp. glycinea (Hildb) Kuan &
Erwin, mostraram-se ativas em tecidos de vdnas plantas, como soja (Hahn & Albersheim,
1978), feijdo e batata (Cline et alii, 1978) e outras, estimulando a produgio de fitoalexinas.
A soja sintetiza uma fitoalexina denominada gliceolina em resposta 4 infecgio pelo patégeno
P. megasperma, agente causal da podridio do caule e da raiz. Glucanas isoladas das paredes
do extrato comercial de S.cerevisiae possuem comportamento semelhante ao do patdégeno
P.megasperma, atuando como elicitor da gliceolina, quando so colocadas em contacto com

os tecidos da soja.

O aproveitamento deste mecanismo bioldgico natural de protego pode
corresponder a um controle altamente eficiente de doengas.

O uso de fungos nfio patogénicos que possuam elicitores, tanto na parede
como endo ou extracelularmente, constituern uma excelente ferramenta para se trabalhar no
sentido de se substituir 0 uso de defensivos agricolas, como os fungicidas e de se estimular,
cada vez mais, o emprego na agricultura de métodos alternativos de controle, como o
controle biolégico e a indugo de protegio.

Tendo em vista a aplicag8o pratica da levedura S.cerevisiae, atuando como
elicitor de fitoalexinas no mecanismo de resisténcia a doengas e, considerando-se o seu facil

manuseio em laboratorio e a escassez de dados na literatura, o presente trabalho tem como

objetivos:



1) Comparar quantitativamente polissacarideos extraidos de
diversas fragdes ou extratos de diferentes linhagens de Saccharomyces cerevisiae

submetidas a diferentes tratamentos.

2) Selecionar as linhagens de S. cerevisiae que apresentarem

maior teor de carboidratos totais solveis.

3) Obter, atraws de métodos convencionais, hibridos e/ou
linhagens geneticamente melhoradas como produtoras de carboidratos.

4) Estimar a eficiéncia elicitora do hibrido ou linhagem
melhorada pela quantificago de gliceolina produzida em cotilédones de soja.



2- REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 FITOALEXINAS E RESISTENCIA A DOENCAS

Em experimentos descritos por Maller & Borger, (1940), diferentes variedades
de batata (Solarum tuberosum L.) foram inoculadas com suspensSes de linhagens de
Phytophtora infestans (Mont.) de Barry, sendo algumas, a elas resistentes e algumas,
susceptiveis. Vinte e quatro horas ap6s , foram inoculadas com uma linhagem do fungo
patogénicas a todas as variedades. ObservagBes subsequentes mostraram que, quando a
hnhagem avirulenta era usada primeiro, a segunda inoculagiio com uma linhagem
normalmente virulenta nfo induzia sintomas da doenga. A inibigio da raga virulenta nos
tecidos de batata foi interpretada, pelos autores, como sendo causada por um "principio” ao
qual deram o nome de fitoalexina.

A descoberta das fifoalexinas em inferag8es entre parasitas e hospedeiros levou
muitos pesquisadores a acreditarem que estes compostos sfo fatores criticos na regulago
destas interagdes. Com o avan¢o das pesquisas nesta 4rea, o conceito de fitoalexina foi se
modemizando e hoje ela € definida como um composto antimicrobiano de baixo peso
molecular, que tanto ¢ sintetizado como acumulado pelas plantas, quando expostas a



microrganismos (Paxton, 1981). A teoria da fitoalexina, postulada por Maller & Brger, em
1940, serviu como uma das mais importantes hipdteses de trabalho para muitos
pesquisadores desde entfio € um dos mais promissores campos de pesquisa dentro da
fitopatologia.

Os estudos de resisténcia a doengas passaram a Be concentrar na resisténcia
ativa, em vez de em mecanismos dependentes apenas de barreiras estruturais, tal como a
cuticula. Esta mudanga levou & detecglio e ao isolamento de muitos compostos antifimgicos
(conhecidos coletivamente como fitoalexinas) e 4 sua implicagfio como fator determinante da
resisténcia a doengas em muitas espécies de plantas. Apesar destas substincias terem sido
descobertas desde 1940, foi somente na década de 60, que os esforgos, por parte dos
fitopatologos e bioquimicos, se concentraram a fim de se conseguir evidéncias suficientes a
favor da referida hip6tese ou contra ela.

Como resultado dessas pesquisas, muitos trabalhos na literatura se referem a
produgfo de fitoalexinas ou de substincias semelhantes e destas, as fitoalexinas da familia
Leguminosae constituem um dos mais importantes grupos, tendo sido as primeiras a serem
estudadas : pisatina, faseolina, medicarpina, gliceolina e triflorizina (Ingham,1972).

Cruickshank & Perrin (1960) isolaram a pisatina dos tecidos da vagem da
ervilha (Pisum sativum L.), quando inoculada com Monilinia fructicola (Wint.) Honey, um
nio-patégeno da espécie e agente da podridriio do pessegueiro.

Preocupados com a possibilidade de serem as fitoalexinas produtos dos parasitas
e nfo do hospedeiro, Perrin & Cruickshank (1965), Cruickshank & Perrin (1965 a,b; 1968)
estudaram a formacgfo de pisatina em erviha e demonstraram que reagentes quimicos como
metais pesados, especialmente prata, mercurio e cobre, atuam estimulando a produgfio da



fitoalexina. Entretanto, os autores observaram uma dependéncia entre a producio de pisatina
e a concentragio dos reagentes. Em niveis muito baixos da substincia estimuladora nfo
havia produglio da pisatina, enquanto que o aumento da concentraglo dos reagentes
quimicos elevava a sua produgio ao maximo.

Foram testados fatores fisicos e biolégicos, como o tratamento com calor e vénas
espécies de fungos saprofiticos, sendo relatada a formac#o localizada de pisatina nos tecidos
inoculados e sua nflo - difus8o pelos tecidos sadios adjacentes. A formac#o de pisatina foi
testada qualitativamente em varios cultivares de Pisum spp, apés a inoculagio com
Monilinia fructicola, pot Cruickshank & Perrin (1965a). A capacidade de formar pisatina,
apds a estimulagfio por fungo, foi caracteristica das variedades e das espécies de Pisum
testadas.

A produgfio de um composto antifimgico p6s - infectivo pelo feijio (Phaseolos
vulgaris L.) foi demonstrada por Moller em 1956 e denominada faseolina por Pernin, em
1964 (citado por Ingham, 1972).

Segundo Ingham (1972), a fitoalexina da alfafa foi denominada medicarpina e a
triflorizina foi extraida do trevo(Trifolium pratense L.) por Hietala, em 1960. O mesmo autor
informa que a formago de uma fitoalexina pela soja (Ghycine max L.) Merril foi relatada por
Uehara, em 1958, quando este observou a formago de um composto fungitéxico em vagens
inoculadas com Fusarium spp.

Fm 1963, Klamman & Gerdemann também relataram a produgfo de uma
fitoalexina pela soja inoculada com Phytophtora megasperma Drechs. var. sojae
A.A Hildebrand (=Phytophtora megasperma Drechs f sp glycinea [Hildeb.]). Os autores
usaram uma variedade susceptivel (Harosoy) e uma resistente (Illini), verificando a formacéo



de um extrato avermelhado produzido pela variedade resistente. Observaram, ainda, que uma
variedade resistente (Harosoy 63) produz sete vezes mais fitoalexina do que a vanedade

susceptivel (Harosoy).

Klarman & Sanford (1968) isolaram um composto da soja e sugeriram um
relacionamento com a pisatina e a faseolina. A fitoalexina isolada por Klarman & Sanford
possuia uma absorgio méxima em U.V a 288nm, 293nm e 315nm. A indicag8o de ser a
substincia isolada relacionada 4 faseolina foi confirmada por Keen et al (1971) que isolaram

a hidroxifaseolina de soja resistente e susceptivel, inoculada com P.megasperma var. sojae.

Em 1975, Burden & Bailey reisolaram a fitoalexina produzida pela soja, fazendo
uma comparaglo entre os dados obtidos por outros pesquisadores, verificaram que a
estrutura sugerida nfo estava comreta propondo, entio, 0 nome de gliceolina 4 nova
estrutura. Posteriormente, Lyne et alii (1976) e Lyne & Mulheim (1978) isolaram dois
1sdmeros da gliceolina I que foram denominados gliceolina I e IIl. Em 1981, Weinstein et
alii isolaram mais uma fitoalexina , glicinol, que foi isolada de tecidos de soja moculados
com Erwinia corotovora (Jones) Holl. Todas estas fitoalexinas mostraram-se potentes

inibidores do crescimento de muitos microrganismos.

Além das fitoalexinas mencionadas, outros compostos anfifungicos j4 foram
também, encontrados em plintulas de fava (Vicia faba L.). Mansfield et alui (1974) usaram
microespectrografia fluorescente para confirmar que o 4cido vierSnico é produzido por
células vivas infectadas por Botrytis cinerea Pers.



Entre outras familias de plantas produtoras de fitoalexina, a familia Solanaceae
destaca-se por ter sido a batata (Solarmm tuberosum) o material usado por Miller & Borger
em seus experimentos clissicos que deram origem & teona das fitoalexinas. O fungo
Phytophtora infestans é o patégeno comumente usado em estudos de fitoalexina em batatas.
Tomiyama et alii (1968) isolaram um composto fungitéxico ao qual denominaram rishitina.
Dois outros foram isolados das cascas de batata por Allen & Kuc (1968) que determinaram a
estrutura e a quantidade presente em tecido infectado, denominando-os o -solanina e o -
chaconina. Além da batata, outros membros da Solanaceae podem também produzir
fitoalexinas, como o tomate (Lycopersicon esculentum Mill.) que produz a rishitma e o
falcarinal, o tabaco (Nicotiana tabacum L .), que produz o capsidiol. O capsidiol ¢, também,
formado pela pimenta doce (Capsicum annuum L.).

Em adig8o 4s j4 mencionadas fitoalexinas somam-se muitas outras, totalizando,
aproximadamente cento e cinquenta (150), distribuidas em dezesseis (16) familias de plantas,
a maioria delas, dicotileddnias (Ebel, 1986).

Parece estar claro que o acimulo de fitoalexina ¢ um fendmeno amplamente
difundido na expressfio de resisténcia localizada em interagles planta-patégeno. O
mecanismo de defesa, sendo um fendmeno dinfmico, ocome somente depois que o
hospedeiro e o patdgeno tenham feito algum contacto fisiolégico, embora a reaglio de defesa
possa envolver barreiras estruturais ou quimicas. Muitos metabolitos secundarios estdo
presentes em concentragBes suficientes para se tornarem téxicos e Uteis como barreiras
quimicas. Materiais estruturais, como a cuticula e a parede celular, so barreiras fisicas
contra a invasio. Barmreiras pré-formadas nfo dependem da resposta da planta pam
impedirem a colonizagfo de microrganismos (Ayers et alii,1985). Kuc (1972) cita alguns
fatores que participam na determinagio de efeitos na interagio patogeno-hospedeiro:
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requerimentos nutricionais dos microrganismos, presenga de substratos favordveis para
indug8o de enzimas, fatores que impedem a produgio de toxinas ou as inativam, influéncia
da temperatura ¢ da hiz no metabolismo da planta e do microrganismo e a rapidez € a
magnitude da sintese e da degradacfio de fitoalexina pelo hospedeiro e pelo patogeno.

As fitoalexinas representam, portanto, apenas um dos inimeros mecanismos de
resisténcia a doengas em plantas e, mesmo quando parecem ser indispensaveis para a reago
de defesa, certamente nfio sfo a Unica resposta para uma resisténcia efetiva (Darvill &
Albersheim, 1984). Para tanto, as defesas ativas necessitam ser estimuladas. O patogeno
precisa, por isto, emitir sinais que, de alguma maneira, ativem as respostas das plantas.
Algumas destas moléculas sinalizadoras agem diretamente enquanto outras, como algumas
enzimas, agem indiretamente, convertendo componentes da planta em moléculas-sinais. As
respostas das plantas podem ser muito complexas, mas as respostas a diferentes patogenos
s8o semelhantes. Assim, a defesa contra os muitos diferentes microrganismos com que a
planta possa ter contacto é dada, nfio por defesas individualizadas para cada organismo,
mas, antes, por um sistema muito flexivel que ativa um complexo defensivo de ampla
efetividade (Ayers et alii, 1985).
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2.2 CARACTERIZACAO E PRESENCA DE ELICITORES NAS
PAREDES CELULARES DE FUNGOS

O termo elicitor tem sido usado comumente para designar compostos que
induzemn ou ativam a sintese de fitoalexina em plantas. O termo foi proposto por Keen et alii
(1972) para substituir o termo indutor, usado por Cruickshank & Perrin (1968). Em 1978,
Yoshikawa sugeriu que fosse feita uma diviso dos elicitores em elicifores bidticos para
designar compostos de origem biologica e elicifores abidticos para designar agentes de
natureza fisica ou quimica de ongem nfio bioldgica.

Os primeiros indicios da natureza das moléculas que estimulam o actmulo de
fitoalexinas vém de estudos de patdgenos crescidos em meio de cultura definido. Filtrados
do meio de cultura de muitos patégenos elicitam o actmulo de fitoalexinas em seus
hospedeiros. ObservagBes como esta foram feitas depois da aplicago do filtrado de cultura,
utiizando-se Monilinia fructicola (Cruickshank & Permrin, 1968), Penicillium expansum
(Rathmell & Bedall, 1971) e Colletotrichum hindemuthianum (Anderson, 1978, Anderson-
Prouty & Albersheim, 1975).

O primeiro trabalho publicado que relata a purificagfo e a caracterizag8o parcial
de um elicitor bibtico foi feito por Cruickshank & Perrin (1968). Estes autores isolaram um
pequeno peptideo, monilicolina A, do fungo Monilinia fructicola, agente causal da
podridrio de frutas. Este peptideo ativava a sintese de fitoalexina em feijo, mesmo quando
aplicado em baixas concentrag8es. Entretanto, a monilicolina A nfio estimulava a producio
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de fitoalexina nem em fava nem em ervilha, mostrando ser ativa, apenas, em uma planta que
ndo era 0 hospedeiro natural de Monilia, o agente produtor da monilicolina. Outras espécies
nfo hospedeiras, resistentes 4 M. fructicola, nfio acumulam fitoalexina em resposta a este
peptideo e nenhum hospedeiro deste patégeno mostrou-se capaz de responder a este elicitor.

O sistema patdégeno-hospedeiro melhor caracterizado, no qual oligossacarideos
da parede celular provaram ser elicitores de fitoalexinas, é o de Phytophthora megasperma f.
sp. ghcinea e sojae. Ayers et al (1976a) foram os primeiros a purificar e a caracterizar o
elicitor presente no filtrado de cultura de P. megasperma var. sojae, o agente causal da
podridio da raiz e do caule da soja. Os autores fizeram uma avaliagho quantitativa da
atividade do elicitor através do uso de trés bioensaios. Estes bioensaios utilizavam
cotilédones e hipocotilos de soja, além de uma suspensfo de células. O acumulo da
gliceolina em cotilédones e hipocétilos, tratados com o elicitor, foi usado como medida da
sua atividade, j&4 que ficou demonstrado existir uma relaglo linear entre a quantidade de
gliceolina elicitada nos cotilédones e a absorbéncia do composto em solugdo a 285nm. Os
trabathos de purificaglo do elicitor permitiram concluir que o elicitor é um polissacarideo
constituido, predominantemente, de glucanas ramificadas que apresentam ligagles 1-3. A
correlaglo entre o grau de ramificaglio e a atividade biologica do elicitor sugeriv que os
residuos terminais glicosil, ligados a pontos de ramificagBes, estio envolvidos na atividade
elicitora.

A parede celular do micélio de P. megasperma var. sojae se destacou como
fonte do elicitor extracelular . Os resultados forneceram a primeira evidéncia de que um
componente da parede celular de um patégeno estivesse mmplicado no mecanismo de
resisténcia a doengas.
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O fracionamento do elicitor purificado resultou em quatro fragBes, cada uma
possuindo caracteristicas quimicas diferentes (Ayers et al 1976b). As quatro fragdes de trés
diferentes racas de P. megasmerma var. sojae foram utilizadas para testar a habilidade
elicitora de cada uma em cotilédones e hipocétilos de soja. As atividades relativas das
fracOes de cada raga foram muito semelhantes, em cada bioensaio, confirmando: a) que os
elicitores das trés racas possuem atividades idénticas; b) que o procedimento de
fracionamento da resultados reproduziveis e c) que os trés bioensaios sfo medidas validas da
atividade elicitora. Além disso, os autores acreditam que o elicitor tem um papel tanto nas
interagBes compativeis quanto nas incompativeis. Por esta razfio, a presenga ou a auséncia
do elicitor nfio pode determinar se uma combinag8io particular de soja - P.megasperma
resultaria em uma interagio compativel ou incompativel.

A estrutura quimica e a atividade bioldgica das quatro fragSes obtidas do elicitor
purificado de P.megasperma foram examinadas por Ayers et alii (1976¢). Os resultados
mostraram que as quatro fragdes compartilham um componente comum, responsével pela
atividade elicitora. Os autores sugeriram que este componente comum sefia a glucana
encontrada principalmente na fragdo I, sendo que a atividade de cada frago sera
proporcional ao seu contetdo de glicose.

Aproximadamente 75% das ligagdes glicosidicas e 90% dos residuos glicosil do
elicitor ativo foram hidrolizados e Liberados pela enzima exo-8-1-3-glucanase isolada de
Euglena gracilis, indicando, assim, que a glucana da parede micelial de P. megasperma
var. sojae ¢, predominantemente, um polimero com ligag#o na configuracio 8.

A natureza quimica do elicitor de P. megasperma var. sojae foi estabelecida
conclusivamente, quando se expds os oligossacarideos presentes no elicitor ativo 4 agio da
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enzima B-exoglucanase altamente purificada, proveniente das paredes celulares de uma
suspensfo de células de soja. Esta enzima degradou os oligossacarideos, convertendo-os em
glicose e cortando sua atividade elicitora (Albersheim & Valent, 1978).

A hipdtese de que o actmulo de fitoalexina por estimulo de um elicitor
representa um dos métodos pelos quais as plantas se defendem e cujo mecanismo pode ser
ativado por uma grande variedade de microrganismos foi testada por muitos autores. Ebel et
alii (1976) defenderam a idéia de que a sintese de fitoalexina estimulada por elicitores nfo ¢
espécie-especifica ou raga - especifica, quando observaram que a atividade da enzima
fenilalanina amonialiase (PAL) e de gliceolina aumentavam em cultura de células de soja
em suspensfo, de salsa (Petroselium hortense Hoffin) e de platano (Acer pseudoplatanus
L.), expostas ao elicitor de P. megasperma. Hahn & Albersheim (1978) isolaram um elicitor
de gliceolina do extrato comercial da levedura Saccharomyces cerevisiae que, apesar de
apresentar diferencas, divide muitas caracteristicas com o elicitor isolado de P. megasperma
var. sojae. Tais caractreristicas incluem o fato de que o elicitor isolado da levedura pode ser
separado de outras macromoléculas que contém carboidratos, usando-se a mesma
metodologia empregada para o isolamento do elicitor de P.megasperma. Ambos sfo B-
glucanas com ligagdes 1-3; 3-6; e requerem a mesma quantidade de glucanas para elicitagio
da gliceolina. Isto sugere que a soja pode detectar a presenga de outros fungos pelo
reconhecimento de parte de suas glucanas. As glucanas estfo presentes na parede celular de
muitos fungos. Cline et alii (1978) testaram a atividade do elicitor isolado de P.megasperma
var. sojae e do elicitor isolado da levedura Saccharomyces cerevisiae em duas outras
espécies de plantas: feijdo e batata. Os resultados mostraram que a habilidade de detectar e
responder a algum fungo pelo reconhecimento de glucanas nflo é restrita 4 soja. O feijio e a
batata, assim como a soja, respondem as glucanas purificadas, acumulando fitoalexinas,
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sustentando a hipétese de que as plantas podem responder a muitas espécies de fungos pelo
reconhecimento dos mesmos ou de semelhante componente da parede celular.

Yoshikawa et alii (1978, 1979) demonstraram que elicitores contidos em
preparag8es de paredes de micélios de fungos induziam ao acimulo de gliceolina em tecidos
de soja de uma maneira semelhante dquela que ocorre em tecidos infectados evidenciando o
envolvimento dos elicitores "in vivo". Yoshikawa et alii (1981) observaram, também, que os
cotilédones da soja continham atividade enzimética, que liberava elicitores em agua de
paredes celulares isoladas de Phytophthora megasperma f.sp. glycinea. O elicitor ativo era
liberado imediatamente apos o contacto com os tecidos da soja, sugerindo que tal elicitor
poderia ser responsavel pela iniciagio do acimulo de fitoalexina em plantas infectadas e,
portanto, importante nos estagios iniciais da interago parasita-hospedeiro.

Concomitantemente 4s publicacles referentes a elicitores de natureza
polissacaridica, a intensa investigacio a que se submeteu todo e qualquer sistema parasita-
hospedeiro culminou na descoberta de elicitores das mais variadas composigOes quimicas.

Hahn et al (1981) extrairam das paredes celulares da soja um elicitor rico em
acido galacturfnico com pequenas quantidades de ramnose e xilose que eles denominaram
de elicitor enddgeno. A preponderfincia do é4cido galacturOnico sugeriu ser o elicitor
endégeno, um polissacarideo péctico. Este elicitor endogeno foi encontrado em todas as
paredes celulares das plantas examinadas e, por isto, levantou a questiio do seu provavel
papel na interaglo entre plantas e patogenos. A descoberta de que o elicitor enddgeno é um
fragmento de polissacarideos da parede celular sugeriu que a complexidade estrutural destes
pode ser usada na codificagfio de mensagens biolégicas.
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Dentre tantas evidéncias apontando para a inexisténcia de especificidade nas
relacdes parasita-hospedeiro, Keen, j4 anteriormente (1975), relatou a ocorréncia de um
elicitor especifico das ragas 1 e 2 de Phytophtora megasperma f.sp. glycinea, observando a
formacgfo de metabolitos em filtrados de cultura destas ragas que elicitavam maiores niveis
de gliceolina no cultivar Harosoy 63 de soja (resistente) do que no cultivar Harosoy
(susceptivel). Observou ainda, que filtrados de cultura da raga 3, virulenta a ambos
cultivares, estimulavam a formag3o dos mesmos nfveis de gliceolina, nos dois cultivares. O
autor concluiu que tais metabolitos seriam responsaveis pela especificidade no hospedeiro,
controlando a biossintese de fitoalexina.

Ziegler & Albersheim (1977) purificaram diferentes tipos de invertase presentes
no meio de cultura das ragas 1, 2 e 3 de Phyfophtora megasperma f.sp. ghcinea. Estas
enzimas mostraram ser compostas por 25% de carboidratos. Manose e glucosamina
compreendiam 97% dos carboidratos das trés ragas analisadas, mas a relag#o entre manose e
glucosamina foi claramente diferente para cada raga, demonstrando diferengas quantitativas
entre os componentes glicosil das diferentes ragas. A existéncia de carboidratos raga-
especificos, sugeriu que estes carboidratos pudessem estar envolvidos na determinagio da
especificidade nas interagBes parasita- 110,

Em continuidade a idéia de especificidade, Keen & Legrand (1980) mostraram
que ghicoproteinas da parede celular de P. megasperma elicitavam gliceolina com a mesma
especificidade das racas dos fungos das quais elas foram obtidas. Conclufram, entfio, que as
glicoproteinas estavam presentes na superficie da parede celular do fungo e reforgaram a
hipétese de que a raga - especificidade no sistema soja-P.megasperma f.8p. glycinea pode
ser determinada pelo reconhecimento especifico, pela planta, das glicoproteinas superficiais
do fungo.
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Ziegler & Pontzen (1982) demonstraram que a invertase, anteriormente referida,
inibia o acimulo de gliceolina sendo, esta inibig8o, raga - especifica. Estes resultados sfio
consistentes com aqueles de Keen & Legrand (1980). O trabalho de Ziegler & Pontzen foi
mais além, possibilitando a diferenciaglio entre a aglio da glucana e da invertase
glicoprotéica, sugerindo que a elicitagfio de gliceolina seria um processo ndo-especifico e que
os niveis diferentes de actmulo de gliceolina, em interagBes compativeis e incompativeis,
380 determinados pela inibiglo especifica deste evento nfio-especifico por uma glicoproteina
composta por manana.

Os autores anteriormente citados sustentaram a idéia de que nfo é a reaclo de
resisténcia (alto acimulo de gliceolina), mas a de susceptibilidade (supressio do acumulo de
gliceolina) que ¢é especificamente induzida no hospedeiro pelo patégeno, sendo este tipo de
associagfio encontrado em outros sisteras parasita- hospedeiro (Doke et al, 1979, Garas et
al, 1979). Os autores mostraram, também, que a estrutura responsavel pela supressio do
acimulo de gliceolina na planta hospedeira estd, provavelmente, localizada na porgo de
carboidrato da molécula.

A vista do fato de que varios carboidratos com atividade elicitora j4 foram
isolados do fungo P. megasperma f.sp. ghcinea, Keen et al (1983a) empreenderam um
estudo para caracterizar o carboidrato liberado pela endoglucanase da soja, comparar a
atividade elicitora de vérios polissacarideos, até entSo isolados, com carboidratos
estruturalmente relacionados e definir qual elicitor ¢, provavelmente, de maior significincia
fisiolégica na interagfio planta-patégeno. Os autores extrafram uma glucomanana das
paredes celulares da soja, com a enzima B - 1.3 - endoglucanase, que provou ser o elicitor
mais ativo até entfio isolado. Este era, aproximadamente, dez (10) vezes mais ativo em
cotilédones de soja do que a fragdo B-glucana extraida das paredes celulares, além de ter
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atividade raga-especifica em hipocétilos de soja. Todos os carboidratos isolados das paredes
celulares de  P.megasperma possuiam atividade elicitora, mas outras ghicanas,
glucomananas e mananas de outras fontes, foram muito menos ativas. As glicomananas
foram consideradas, pelos autores, o elicitor fisiolégico mais importante na ripida interaco
que ocorre entre as células da soja e as hifas do fungo.

A enzima B-1-3-endoglucanase foi purificada e caracterizada por Keen &
Yoshikawa (1983b), partindo do principio de que cotilédones de soja continham uma
atividade enzimética. Esta atividade liberava elicitores, soliveis em é4gua, de paredes
celulares isoladas do fungo P.megasperma, sendo que nos tecidos da soja, os fatores
liberados eram elicitores eficientes de gliceolina. Os resultados sugeriram, para os autores,
que o papel das carboidrases da planta envolve a liberag8o de um elicitor ativo da superficie
celular do patégeno e que receptores para os carboidratos com atividade elicitora existem na
membrana plasmética das plantas.

Yoshikawa et al (1983) encontraram um receptor na membrana da soja para a
micolaminarana que ¢ um elicitor nfio - especifico, sugerindo que este fato levantaria a
possibilidade de que os receptores podenam, também, existir na soja e em outras plantas
para elicitores que possuissem propriedades raga- especificas. As observagBes levaram 4
sugestio de que os sitios de higacio da membrana sfo receptores especificos para a
micolaminarana, que estio fisiologicamente envolvidos na micigdio da produglio de
fitoalexina nos cotilédones de soja. O receptor sugerido ¢, provavelmente, uma proteina ou
uma glicoproteina.
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Schmidt & Ebel (1987) relataram a existéncia de sitios de ligac#o nas
membranas celulares da soja para uma frago de 8- glucana derivada de P. megaspérma.
Esta fracfio era quatrocentas (400) vezes mais ativa do que a micolaminarana.

Cosio et alii (1988) estudaram a especificidade destes sitios de ligagfio, usando
uma variedade de poliglucanas e oligoglucanas de origem fingica. Os autores mostraram a
existéncia de uma corelaglio direta entre a atividade elicitora e a afinidade da ligago entre
as classes de oliglucanas obtidas por hidrolise parcial de polissacarideos da parede celular de

P. megasperma.

O menor fragmento de 8-glucana com atividade elicitora e derivado da parede
celular de fungos, foi purificado e caracterizado como sendo um hexa-B-glicosidio (Sharp et
al, 1984 b e c). Este hexaglucosidio foi purificado a partir de uma complexa mistura de
oligossacarideos, liberados por hidrolise 4cida parcial de paredes celulares do fungo
P.megasperma {. sp. glycinea e, subsequentemente, reduzido. Foi mostrado que a atividade
elicitora do hepta-B-glucosidio ¢ idéntica 4 atividade do hepta-B-glucosidio nfo reduzido
correspondente. S#o ativos em concentragBes entre 107 e 10-9. Isto faz com que se tormem
os elicitores mais ativos de produgfo de fitoalexina j4 isolados. A estrutura deste hepta-8-
glucosidio foi confirmada por sintese quimica (Sharp et al, 1984 a). O hexa-B-glucosidio foi
0 umnico componente ativo em uma mistura de trezentos (300) hexaglucosidios (Sharp et al,
1984 c). Outros sete hexa-8- glucosidios nfo induziram 3 produgfo de fitoalexina. Estes
resultados tornaram evidente que existem requerimentos estruturais definidos para que um
oligo-8- glucosidio seja um elicitor efetivo de fitoalexina na soja.



Cheong & Hahn (1991) demonstraram a existéncia de um sitio de ligagio para o
elicitor hepta-B-ghicosidio nas membranas microssomais da soja € que este sitio de ligaclo
tem propriedades caracteristicas de um receptor fisiologico efetivo. Os resultados sugeriram,
aos autores, que este sftio de ligag8io deve ser uma proteina ou uma glicoproteina.

Com o objetivo de identificar quais seriam os elementos estruturais chaves do
elicitor ativo hepta-B-glucosidio para se ter a elicitag8o da fitoalexina na soja, Cheong et al
(1991) empreenderam um estudo quimico detalhado de sua estrutura. Utilizaram onze (11)
oligo-8-glucosidios sintéticos relacionados estruturalmente com o hepta-8-ghucosidio ativo.
Os resultados dos bioensaios em cotilédone de soja estabeleceram que o oligo-8- glucosidio,
para ter a sua maxima atividade, deve possuir uma estrutura especifica de B8(1-6) com
ramificagdes B(1-3), essenciais para desencadear a sintese "de novo" das enzimas que
regulam a rota metabolica da produgio de fitoalexina na soja.

Ryan & Fammer (1991) concluem que os eventos de reconhecimento,
empregando oligossacarideos definidos, indicam que os oligossacarideos mteragem com
receptores da membrana de uma forma semelhante a hormdnios para afetar a regulagfio
génica e que estudos sobre oligossacarideos, que atuam como sinais para ativar processos de
defesa nas plantas, continuario a ser publicados na literatura.



2.3 ESTRUTURA QUIMICA DA PAREDE CELULAR DE

S.cerevisiae

A estrutura superficial dos fungos, a parede celular, tem atraido a atengfo ndo
80 dos micologos mas, também, de pesquisadores de outras disciplinas biologicas. A parede
celular tem sido estudada sob diferentes aspectos e estes estudos tem contribuido para um
melhor entendimento de varios fenGmenos biologicos relacionados 4 superficie assim como
nas interag8es moleculares planta- eno.

As interag8es moleculares entre as superficies celulares das plantas hospedeiras
executam um importante papel no controle da patogénese e na resisténcia a doengas. De um
lado, a planta hospedeira tem que ser capaz de detectar ou de reconhecer um patégeno em
potencial como estranho e usar este ato inicial de reconhecimento para ativar mecanismos de
resisténcia induzida.

Por outro lado, um patégeno em potencial requer a habilidade de reconhecer
aqueles caracteres da planta que sinalizam a receptividade da planta ao parasita. Na
superficie fohar, por exemplo, esporos de fungos saprofitos e parasitas podem ser
encontrados em abundfncia, mas somente aqueles da espécie parasita podem penetrar e
causar a doenga. A espécie parasita ndo 80 possul 08 genes Necessarios para a
patogenicidade, mas, através de varios sinais chave, ela pode detectar a presenga da planta
hospedeira e usar estes eventos de reconhecimento para modular ou controlar a expressio
dos mecanismos de patogénese (Callow et al, 1987).
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As propriedades da parede celular dos fungos, tais como forga mecfnica,
atributos morfolégicos e atividade biolégica, sfio, indubitavelmente, baseadas em suas
constituicGes quimicas particulares. A parede celular é composta por 60-90% de
polissacarideos, o restante consistindo de protefnas, lipideos, ocasionalmente melanina,
fosfatos e sais morgfnicos. Os polissacarideos sfo compostos de aglcares aminados,
hexoses, dcidos hexurOnicos, metilpentoses e pentoses. Glucose e N-acetil-D-glucosamina
usualmente representam os elementos quimicos polissacarideos do esqueleto da parede, tais
como quitina, celulose, B-glucanas e glicanas. Os outros agicares estio presentes
principalmente na forma de vanios homo ou heteropolissacarideos, sempre em complexos
quimicos com proteinas. O nome genérico “glucanas” cobre um grande grupo de polimeros
de D-glucose que se diferenciam tanto no tipo quanto nas proporgdes relativas das ligagOes
glicosidicas individuais (Farkas, 1979).

Em S. cerevisiae, especificamente, a parede celular é um complexo contendo
glucanas, mananas, pouca quantidade de quitina, fosfato e proteinas (Manners et alii 1973b).

A andlise estrutural das glucanas foi dificultada por sua relativa insolubilidade.
Northcote, em 1962, (citado por Duffus et al, 1982), descreveu a composigiio quimica da
parede celular como contendo 30% de glucanas; 30% de mananas; 10-15% de proteinas; 8-
9% de lipideos e 1-2% de quitina. Estes resultados nfo levaram em conta a presenca de 20%
de uma gluocana dlcah- soluvel, que 86 foi reconhecida em 1970, apesar de j4 se ter
conhecimento de sua presenga. O conteido verdadeiro das glucanas, portanto, é de
aproximadamente 50%, dependendo das linhagens da levedura utilizada e dos métodos
utilizados na preparagio e no fracionamento da parede celular (Duffus et al, 1982).
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Os primeiros estudos da estrutura quimica das glucanas foram feitos utilizando-
se a fraco alcali-insoluvel. Segundo Phaff (1963), a prepoderfincia de ligagSes 8-1-3 neste
polimero de glucose foi estabelecida ainda na década de 30 e sua polimerizacio estimada em
28-40 graus.

Entre 1950-1960, surgiram opinides diferentes quanto a estrutura das glucanas
insoluveis. Informa Duffus (1982) que Bell & Northcote em 1950, sugeriram uma estrutura
altamente ramificada com cadeias curtas contendo nove (9) residuos de glicose ligados na
posigio 1-3 e interligados por 11% de ligagdes glicosidicas 1-2. E, contrastantemente, Peat
et alii em 1958, usando hidrolise 4cida parcial, concluiram que a glucana era linear e
continha certas sequéncias de glicose (1-3) e (1-6) ligadas na configurago 8. A presenca de
aproximadamente 10-20% de ligagdes 1-6 foi confirmada por anilise quimica dos grupos
hidroxil primérios. A hidrolise parcial com 90% de é4cido formico produziu glucose,
gentiobiose, laminaribiose, gentiotriose, além de outros agicares.

Assim, duas estruturas foram propostas: a) uma molécula linear, contendo um
arranjo ao acaso de ligagBes; b) blocos de glucose (1-6) ligados e interligados, em ambos os
lados, por residuos de glicose (1-3). Na tentativa de resolver estas diferengas, Manners &
Patterson (1966), através de metilagdo, oxidaglo de periodato e estudos de degragio
enziméatica, concluiram que a glucana da levedura possufa uma estrutura ramificada que
continha cadeias principais de residuos de B- glucose ligados na posicio 1-6, aos quais
estavam ligados cadeias laterais de 8-glucose ligados na posi¢éo 1-3.

Bacon & Farmmer (1968) mostraram que a glucana da levedura preparada da
forma como descrita, ou seja, extraida com éalcali a quente ou 4cido acético, era heterogénea
e contivha um polissacarideo soluvel em acido acético que, por hidrdlise parcial e
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espectroscopia infra - vermelha, mostrou ser uma glucana na configuragio 8, com ligag8es
1-6. A afirnacg8o dos autores acima citados, de que a ghucana da levedura era, de fato, uma
mistura de um componente principal constituido por uma - glucana (1-3) e um componente
secundario constituido por uma B- glucana (1-6) serviu como explicagio para muitos dos
resultados anteriormente apresentados. Estudos subsequentes mostraram a presenca de uma
membrana composta por quitina e glucana que, quando intacta, agia como uma membrana
semipermedvel impedindo a saida da glucana interior (Bacon et alii, 1969).

A descoberta significativa feita por Bacon & Fammer (1968) levou ao
fracionamento detathado da parede celular da levedura e a uma caracterizaglo quimica dos
componentes resultantes, ou seja, 8-glucanas (1-3) e (1-6) ( Manners et al 1973 a, b.). O
componente principal (85%) era uma 8-glucana (1-3) levemente ramificada, de alto peso
molecular (240.000 daltons) e contendo cerca de 3% de ligagOes (1-6) 8-glicosidicas entre
cadeias (Manners et al 1973 a). O componente secundério (15%) tinha um peso molecular
de 22.000 dalions e alia proporglo de ligago (1-6) , (65%), junto com um pequeno numero
de ligacBes (1-3), que estavam presentes tanto como interesiduo (5%) como intercadeia
(14%) (Manners et al, 1973 b). A molécula era altamente ramificada, possuindo 16% de
grupos nio-redutores terminais. Estes resultados analiticos se aplicam somente a glucanas
de um exemplar particular da levedura tendo os autores enfatizado que as preparagfes de
diferentes cepas de levedura podem diferir na proporgfo relativa dos dois (2) componentes
sendo que os componentes individuais podem vanar, consideravelmente, no grau de
ramificagio e em outros parimetros estruturais. A heterogeneidade das glucanas foi
confirnada em estudo de preparagdes de diferentes espécies de leveduras. Estudos
quantitativos em quatro (4) espécies sugeriram que a quantidade de glucana 8.(1-6) era
maior do que em S.cerevisiae (Manners et alii, 1974).
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Sabendo da ocorréncia de um terceiro componente da parede celular da levedura,
Fleet & Manners (1976) desenvolveram um estudo detalhado com o objetivo de saber a
estrutura molecular desta glucana alcali-sohivel. Uma ghucana élcali-soluvel foi obtida da
parede celular de uma linhagem especifica de S.cerevisiae, pela extragio a fiio, com
hidroxido de s6dio diluido. A ghicana, que representava cerca de 20% da parede celular, era
homogénea. Foi revelada a presenca de 80-85% de ligagBes 8-D-(1-3); 8-12% de 8-D-(1-6)
e 3-4% de residuos ramificados ligados aos carbonos C-1, C-3, C-6. O peso molecular da
glucana foi estimado em 250.000 daltons. Um exame com microscopia eletrdnica, depois da
extragfio, mostrou que uma camada amorfa foi removida, revelando numerosas marcas
estruturais de brotos celulares.

Na tentativa de examinar a estrutura fina da glucana anterioroente descrita,
Fleet & Manners (1977) submeteram-na & degradagio enzimética. Uma linhagem de
S cerevisiae foi hidrolizada com as enzimas purificadas, endo-(1-3) B-D-glucanase e endo-
(1-6)-D-glucanase de Bacillus circulans. Os produtos da aglo enzimatica incluiram varios
oligossacarideos e polissacarideos que foram separados e caracterizados por filtraglo em gel,
dando novas informagdes sobre a sua estrutura.

Os autores demonstraram a presenca de uma macromolécula de 8-ghucana (1-3),
com baixo grau de ramificagio (2.0%) e contendo ocasionalmente residuos ligados (1-6). A
este esqueleto estio ligadas vérias cadeias laterais contendo, principalmente, residuos
ligados (1-3) ou residuos (1-6), ou mistura de ambos.

Esta glucana sempre continha um fragmento de manana que podia ser liberado
pela ago da enzima endo-(1-6)-B-glucanase. O relacionamento bioldgico entre as glucanas
alcali-soluveis e dlcali-insoliveis ndo foi estabelecido até entéo.



3- MATERIAL E METODOS

3.1- FONTE DE MATERIAL
3.1.1- A LEVEDURA: Saccharomyces cerevisiae

O material utilizado no presente trabalho constituiv-se de linhagens de
S.cerevisiae pertencentes a colegSes de diferentes laboratérios. Os Departamentos de
Ciéncias dos Alimentos e de Bioengenharia da UNICAMP contribuiram, na fase de
implantacio do projeto de tese, fornecendo as primeiras linhagens do estoque inicial
Posteriormente, o Instituto Zimotéenico (IZ) da ESALQ, bem como o Departamento de
Microbiologia do Intituto de Ciéncias Biomédicas da USP, cederam as demais linhagens
utilizadas no decorrer dos experimentos.

A levedura da espécie S.cerevisiae se classifica na Sub-divis#io: Ascomycotina;
Classe: Hemiascomycete; Ordem: Endomycefales; Género: Saccharomyces; Espécie:

S.cerevisiae.
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As seguintes linhagens sfo procedentes do Departamento de Ciéncias dos
Alimentos e de Bioengenharia da UNICAMP (Campinas);

S. cerevisiae

S. cerevisiae

S. uvarum

S. cerevisiae

S. cerevisiae

S.cerevisiae

S. cerevisiae

S.cerevisiae

S.cerevisiae

S.cerevisiae

S.ellipsoideus

S.diastaticus

ATCC. 26698

CBS. 1171

IZ. 785

1Z. 888

1Z. 1904

12.761

1Z. 1348

M. 300A

M.304-2

IZ. 765

1Z. 608

EA. 064

Levedura de cerveja CWE
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Linhagens de S.cerevisiae procedentes do Departamento de Microbiologia do
Instituto de Ciéncias Biomédicas da USP:

IL. 1783- Mat a, trp, leu), ura3, hisy4.
IL. 1784- Mat o trpy, leuy, ura3, hisy.
IL. 1788- Mat a/a; trpy, leus, ura3, hisg.
GRF-18- Mat a; leup, his3.

AH-22- Mat a; leuy, his4.

TD-20- Mat a; his4, ura3, trpj.

DCG- Mat o leuy.3, hisy4, cany.
D645- 6D- Mat a; mal, lyss, trp).
D517- 4B- Mat a; adey, lyso.
D665-1A- Mat a; mal

D585-11C- Mat a, lys;.

C1- Mat a; lyss, tip.

C2- Mat a ; lysy, leus.

D645-4B- Mat a; hisy, leuy mal, hyss, ade.
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As linhagens procedentes do Instituto Zimotécnico, por se apresentarem em
estado insatisfatério de conservag8o, foram descartadas logo no micio dos experimentos.

3.2 MANUTENCAO DO ESTOQUE DO MICRORGANISMO

Todas as fases preliminares do experimento, desde a coleta da primeira
linhagem a ser testada até a obtencfio da fraglio denominada "lavado”, foram desenvolvidas
no laboratério do Prof. Ivanhoé Baracho, no Departamento de Genética e Evoluglo da
UNICAMP.

Para o crescimento e manuteng8o das linhagens do estoque inicial, ou seja, das
linhagens cedidas pela UNICAMP e pelo Instituto Zimotécnico, optou-se por usar o meio de
melacgo, por ser de baixo custo. O melago utilizado foi cedido pela usina de agicar Ester,
Mumicipio de Cosmoépolis (S.P.) e os agtcares redutores totais (ART) quantificados em
63,32%. A concentragfo do agtcar no meio foi ajustada para 2%(v/v) e uma soluglo de sais
a 1% (p/v) foi acrescentada, constituindo-se no meio de melago cuja formula ¢ dada a seguir:

3.2.1 MEIO DE MELACO

Melago 2%
Solug#o de sais 1%

Agar 2%



3.2.1.1 SOLUCAO DE SAIS

Fosfato de amdnio monobésico
Sulfato de magnésio
Sulfato de zinco

Sulfato de manganés

NH4HpPO4 5081
MgSO4-7TH,O  20,5g/1
ZnS04-THyO 1,8g/1

MnSO4-7THy0 1,12g/1
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O desenvolvimento das culturas da levedura se deu em meio sélido (melago ou
YEPD), em placas de Petri, incubadas em estufa com temperatura controlada de 30°C .

Apoés o crescimento por quarenta e oito (48) horas, foram mantidas em geladeira a 5°C e

repicadas a cada trinta (30) dias.

3.2.2 PREPARO DO INOCULO

Para o preparo do in6culo foram utilizadas culturas novas de vinte e quatro (24)

horas. Partindo-se da cultura em meilo séhdo, tomou - se uma pequena quantidade do

material com alga de platina e inoculou-se em meio liquido . Os frascos foram incubados em
mesa giratdria a 30°9C, por 24 h, constituindo-se no pré-inéculo. Do pré-inéculo transferiu-se

1ml! para frascos de Erlenmeyer, contendo meio liquido que foram novamente incubados

mesa giratéria a 30°C, por 24 h.
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3.3 IDENTIFICACAO DE MUTANTES

Com o objetivo de detectar e selecionar as linhagens portadoras de marcadores
genéticos, o trabalho foi conduzido no sentido de caracterizar os possiveis mutantes. Para
tanto, fez-se uma bateria de testes, utilizando-se meios de cultura com diferentes fontes
nutritivas. As linhagens utilizadas nestes testes foram as procedentes da UNICAMP. Muitas
linhagens nfo apresentaram crescimento em meio minimo, revelando serem deficientes em
aminodcidos. O trabalho de identificagfio dos mutantes auxotréficos para aminoacidos foi
prejudicado gragas ao crescimento residual persistente apresentado por véarias linhagens, o
que comprometeu o diagnéstico correto da deficiéncia. Este fato levou ao abandono do
método convencional para auxotrofia em placas de Petri com meio sélido em favor da
utilizag8io de meio Hquido. O preparo do indculo foi executado conforme item 3.2.2.

Os testes passaram a ser feitos, entfo, em meio minimo liquido, com leitura por
turbidimetria (medida de turvagdo) a fim de se descartar o problema do crescimento residual.
Efetuou-se a turbidimetna em espectrofotdmetro (Pekin-Elmer,Coleman 295 ), em
comprimento de onda de 610nm. A compensacg8o foi feita com o meio de cultura utilizado,
porém, estéril. Foram feitas seis (6) combinagdes diferentes de seis (6) aminodcidos em cada
frasco. Uma linhagem controle permitiu a comparag8o dos resultados. As linhagens que nio
responderam satisfatoriamente aos testes, como as da UNICAMP e as do Instituto
Zimotécnico da ESALQ , foram abandonadas. Outras linhagens foram procuradas em
laboratorios, cuja manutengdo permitisse maior confiabilidade em relagio a4 pureza do
material e que, também, j4 possuissem grupo de compatibilidade determinado. As linhagens
da USP passaram a ser utilizadas, juntamente com a linhagem controle ATCC 26698,
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procedente da UNICAMP. Os meios de cultura utilizados no decorrer do experimento sfio
dados a seguir:

3.3.1 MEIO COMPLETO (YEPD)

Extrato de levedura 1%

Peptona 2%
Glicose 2%
Agar 2%

3.3.1.1 VARIACOES DO MEIO COMPLETO

Glicose 1%
Glicose 0,2%
Glicose 0,1%
Glicose 0,02%
Glicose 0,01%

Glicose 0,0%.



3.3.2 MEIO MINIMO

Base nitrogenada de levedura (Wo aacs) 0,6%

Glicose 2%
Agar 2%
pH 6.5

3.3.3 MEIO DE ESPORULACAO

Acetato de potéssio 1%
Extrato de levedura 0,1%
Dextrose 0,05%

Agar 2%.
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3.4 OBTENCAO DAS FRACOES

As linhagens de levedura foram submetidas a dois (2) tipos de tratamento, com a
finalidade de se verificar a variabilidade com relaglio 4 quantidade de polissacarideos totais
soluveis: lavagem superficial das células que constituiu a frag8o denominada "lavado” e lise
cehular, que constituiu a frag8o denominada "lisado”.

3.4.1"LAVADO"

Em frascos de Erlenmeyers de 100ml, contendo 50ml de meio completo (YEPD)
Hquido, foi inoculada (conforme item 3.2.2) uma linhagem controle da levedura (ATCC
26698). Estes frascos foram deixados sob agitacfio durante 24 h a 30°C com iluminagiio
natural e, ap6s centrifugacio (3.000 r.p.m) por dez (10) minutos para retirada do meio de
cultura, as células foram lavadas com agua destilada por duas (2) vezes consecutivas e o
volume, completado para 50ml. Uma aliquota de 1,5ml foi, entfo, retirada e, a partir dai, as
ctlulas foram deixadas em agitag8o, em cimara fria (6°C+2). Em infervalos de tempo
determinados, 0, 1/2, 2, 6, 10, 24, e 48 h foram sendo retiradas aliquotas para postenor
analise da presenca de agUcar. As aliquotas retiradas foram submetfidas a um teste

colorimétrico de antrona e o teor de agucar quantificado.

A fraglio extracelular derivada da lavagem das células foi submetida a uma séne
de testes com o objetivo de se esclarecer: 1) se a quantidade de aglcares presente no "
lavado" era residuo do meio de cultura ou se era devido a polissacarideos excretados pelas
células; 2) se a quantidade de agucar colocada no meio de cultura era total ou parcialmente
consumida; 3) qual o percentual de oscilagdo existente no contedo de aglcar em vanas
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repeticOes; 4) qual a porcentagem minima de carboidratos necessria para o crescimento
normal da levedura.

Estes testes foram feitos utilizando-se a linhagemn ATCC-26698 e uma linhagem
duplo - mutante (GRF-18) para amino4cidos. O in6culo foi preparado de acordo com o item
3.2.2 e as linhagens crescidas em meio liquido de YEPD a 30°C, sob agitaglio. Apds o
crescimento por 24 h, retirou-se o meio de cultura por centrifugagio e, utilizando-se o teste
colonimétrico de antrona, quantificou-se o teor de agicar do meio. O mesmo foi feito com a
fragfio derivada da 1° e da 2° lavagem das células (lavado). Para se verificar a porcentagem
ideal de carboidratos para o crescimento da levedura, vanagdes do teor de glicose do meio
de cultura foram feitas (conforme item 3.3.1.1).

3.4.2 LISADO

Os testes descritos a seguir foram executados na segcio de Bioquimica
Fitopatol6gica do Instituto Biologico de S3o Paulo.

Com o objetivo de se estabelecer um método de lise celular que pudesse ser
utilizado com eficiéncia, foram empregados, inicialmente, trés procedimentos diferentes,
cujos resultados foram comparados ao microscopio. Usando-se a mesma linhagem de
levedura, as células foram submetidas a: 1) trituragfo com desintegrador celular tipo
Hannover (bastio de vidro esmerilhado); 2) ultra-som (Sonorex; mod. RK 103) e 3)
criotrituraglo. O méiodo considerado mais eficiente foi utilizado tanto para as linhagens
cedidas pelos laboratérios da USP e da UNICAMP quanto para aquelas oriundas de

cruzamentos feitos em laboraténo.
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3.42.1 TRITURACAO COM DESINTEGRADOR CELULAR
HANNOVER

Este método consistiu na utilizagio de um aparelho elétrico composto por um
bast&odevicho%meriﬂmdo,queexecutaummovimentompidodebaixoparacimaevice-
versa, dentro de um recipiente de vidro, extremamente justo ao bastfo. Uma amostra (10ml)
da linhagem controle da levedura, crescida em meio completo lquido, foi colocada no
recipiente de vidro. Com o aparelho em funcionamento, o liquido contendo as células era
deslocado, rapidamente, com o movimento do bastio, que funciona como uma prensa,
esmagando as células contra a parede do vidro. O aparelho foi deixado em funcionamento
por periodos de tempo variados e o resultado monitorado ao microscépio.

3.4.2.2 ULTRA - SOM

Utilizou-se um aparelho de ultra - som Sonorex; mod. RK 103 cuja poténcia é de
50-60 HZ. Colocou-se a amostra (10ml) a ser testada em um recipiente de vidro e este,
dentro do aparelho. Em seguida, o aparelho foi ligado e deixou-se por tempos variados até
um total de trinta (30) minutos. Os resultados foram observados ao microscépio.
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3.4.2.3 CRIOTRITURACAO

Apos o crescimento da levedura em 50ml de meio completo, por 24 h sob
agitaglo a 30°C, as células foram submetidas & centrifugago (3.000 r.p.m.) para retirada
total do meio de cultura. A massa celular foi acrescida de uma pequena quantidade de
carborundum (limalha de ferro extremamente fina, de 200400 mesh) e de 1ml de 4gua
destilada para trituragio mecfnica, durante 1 h em presenga de nitrogénio liquido. A
trituragfo foi executada em cadinho de porcelana e para cada linhagem a ser testada foram
feitas trés (3) repetigdes. Terminado o tempo de trituragdo, as células foram acrescidas de
4ml de 4gua destilada e submetidas a centrifugagdo (15.000 r.p.m.), por 15 min, em ultra-
centrifuga refrigerada (Heraeus-Christ GMBH Osterode), para retirada dos restos celulares e
do carborundum. O volume do sobrenadante foi, entfo, ajustado para 50ml com égua
destilada. O liquido resultante deste método consistiu nas amostras de levedura que foram
autoclavadas e congeladas e cujo teor de agucar foi determinado por teste colorimétrico de
antrona. Um resumo esquematico do procedimento de obtengo das diferentes amostras pode
ser visualizado no esquema apresentado a seguir.

O crescimento das linhagens foi medido e comparado pelo peso fresco da
levedura, apés retirada total do meio de cultura por centrifugago ( 3.000 r. p.m ), durante 10

min.
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REPRESENTACAO ESQUEMATICA DO PROCEDIMENTO EMPREGADO
PARA OBTENCAO DA FRACAO LISADA DE LINHAGENS DE 8. cerevisiae.

50mVYEPD + CELULAS EM SUSPENBAO
24 HORAS EM AGITACAO
L 4

CENTRIFUGAGAO (3.000 r.p.m.)

PESO FRESCO

RBS‘USPBN;:KO EM 30ML DE H,0
CENTRIFUGACAO E LAVAGEM

TRITURAGAO A FRIO + CARBORUNDUM

CENTRIFUGAGCAO ( 15.000 r.p.m.)

N
TESTE QUIMICO DE ANTRONA

AUTOCLAVAGEM

BIOENSAIO
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3.5 CRUZAMENTOS

Os cruzamentos ¢ a micromanipulago foram executados no laboraténio do
Professor J. P. Henriques, do Centro de Biotecnologia da UFRGS, em Porto Alegre, durante
o més de margo de 1991,

A linhagem D665-1A mat a foi cruzada com a GRF-18 mat o e ambas,
cruzadas com a linhagem ATCC-26698. Linhagens a serem cruzadas foram inoculadas
sobre a superficie da placa de Petri com YEPD onde foram misturadas com o auxilio da
ponta de um palito "portugués,” previamente esterilizado. Em seguida, a placa foi incubada
por 3 a 4 h a 37°C. Durante este tempo de imcubaglio, as células formam pares de
conjugacio e podem formar diploides. O aparecimento dos zigotos foi monitorado ao
microscOpio. Apés o reconhecimento dos mesmos, fez-se uma estria com a ponta de um
palito esterilizado em uma l4mma de vidro contendo uma camada extremamente fina de
meio completo (10ml por placa). Pela técnica de micromanipulaglo, utilizando-se um
micromanipulador E. Leitz, separou-se zigotos, deixando-os em incubagfio por dois a trés
dias. Com o desenvolvimento de uina pequena coldnia, as células foram transferidas para o
meio de esporulagio e a placa mncubada por mais dois a trés dias, a 37°C. Durante este
periodo de incubag8o, as células dipléides ou zigotos entram em meiose, produzindo quatro
(4) ctlulas hapldides, cobertas por uma membrana, formando o asco. A digestdo parcial dos
ascos foi feita com a enzima B-glucuronidase (Sigma- typeHps de Helix pomatia crude
solution) que foi preparada misturando-se 0,5ml de sorbitol 1M e 0,03ml da enzima
(100.000 unidades /m! a pH 5) e incubando-se por 15 min, a 37°C. Depois, preparou- se
algumas lminas, fazendo-se uma estria com a ponta de um palito esterilizado, no sentido
vertical, a fim de se separar os esporos. A lAmina de vidro utilizada po micromanipulador
diferencia-se das demais por possuir, em uma de suas extremidades, bordas de vidro de
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cerca de 1 cm de altura de modo que a sua colocago de cabega para baixo permita que a
agulha, acoplada ao aparelho, possa tocar o meio de cultura através de ajustes laterais e
mferiores. Esta 1imina de vidro especial foi previamente flambada com 4lcool e, sobre ela, se
colocou uma camada de meio completo, retirada da placa de Petri.

3.5.1 MICROMANIPULACAO

Os esporos que sofreram meiose permanecem ainda juntos dentro do asco cuja
parede foi enzimaticamente digerida, oferecendo uma dificuldade, pois se torna complicado
retird-los com a agulha de vidro do micromanipulador. Ao microscépio, percebe-se uma
abertura pela qual saem 08 esporos. A técnica de micromanipulagio consistiu em : 1) achar
ascos portadores dos quatro (4) esporos e, com o auxilio da agulha de vidro acoplada ao
microscopio, trazer um asco de cada vez para longe da estria, separando-o do acumulo de
células e ascos misturados; 2) j4 separado, dehcadamente, bateu-se a agulba com o asco na
ponta contra o agar e, movendo-se simultineamente a agulha na diregiio horizontal, colocou-
se em pontos equidistantes os quatro (4) esporos alinhados. Este procedimento foi repetido
vanas vezes até que toda a superficie do agar estivesse ocupada pelos esporos ja 1solados.
Esta 1Amina foi, entfio, mcubada por 24 a 48 h dentro de uma placa de Petni, até que cada
col®nia, constituindo uma hinhagem diferente fosse visivel. Cada coldnia, wmna a uma, foi,
entfo, repicada para placas de Petri contendo meio completo, cuidando-se para identificar as

linhagens que foram oriundas de um Gnico asco.
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3.6 TESTES QUANTITATIVOS

3.6.1 QUANTIFICACAO DO TEOR DE ACUCAR

O teor de carboidratos totais presente nas fragBes da levedura foi medido
utilizando-se o teste quimico de antrona (Dishe, 1962). Em tubos de ensaio, previamente
lavados e etiquetados, adicionou-se, a cada 0,5ml das amostras, 1ml da solugio reagente de
antrona (0,2% de antrona em 4cido sulfirico concentrado P.A, p/v), em banho de gelo. Trés
repetigOes foram feitas de cada amostra e o controle feito com agua destilada. Ap6s agitagfo
vigorosa de cada tubo, estes foram tampados, colocando-se uma bolinha de vidro na ponta e
cobrindo-se com papel laminado. Em seguida, os tubos foram colocados em banho-maria
fervente por 16 min. Terminado o tempo de aquecimento, os tubos foram retirados do banho-
maria, resfiiados naturalmente e levados ao espectrofotdmetro (Pye Unicam SP8-400
UV/Vis), onde as respectivas absorbdncias foram medidas em comprnimento de onda de

6250m.

Uma curva padriio de diferentes concentragdes de glicose foi utilizada para a
determinacfo da concentraglo de carboidratos, em cada amostra, expressa em termos de
equivalentes pug de glicose por ml (Eq. pg glicose/ml) variando de 25 a 100 pg/ml, em
fun¢do de suas respectivas absorbincias a 625nm.
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3.6.2 QUANTIFICACAO DO TEOR DE PROTEINAS

O contetido total de proteinas das fragSes foi determinado pelo teste de Lowry
(Lowry et alii, 1951). Em tubos de ensaio, previamente lavados e etiquetados, 0,2ml de cada
amostra foi adicionada a 1ml de uma solug8o de carbonato de sédio 0,1N e sulfato de cobre
0,1% em tartarato de sédio potdssio 1%. A sohuiglio foi agitada e deixada em repouso &
temperatura ambiente por 10 min. Apés esta etapa, foi adicionado 0,1m! de reagente de
Folin-Ciacalteau diluido em 4gua destilada (1:1 v/v). A adiglo deste reagente foi feita com o
tubo em agitag#o constante. Em seguida, deixou-se em incubag#io por 60 min. A reagfo foi
medida em espectrofotdmetro (Pye Unicam SP8-400 UV/Vis) a 500nm. Como padrio,
foram utilizadas solugBes de soro albumina bovina (SAB). O teor de proteinas presente em
cada amostra foi expresso com Eq. em pg de SAB/ml.

3.7 PLANTA

A variedade de soja (Glycine max (L.) (Merril) utilizada nos ensaios biologicos
foi a IAC-8. Esta vanedade foi escolhida por ser, como j4 verificara Guzzo (1989), a mais
adequada quanto 4 capacidade de sintetizar a fitoalexina gliceolina e quanto 4 uniformidade
de resposta em presenga de um elicitor bioldgico.

As sementes de soja IAC-8 foram gentilmente cedidas pela Seclio de
Leguminosas do Imstituto Agrondmico de Campinas (IAC) e semeadas em bandejas de
plastico (40 X 50 X 8,5cm) contendo areia peneirada e esterilizada (30min,121°C). As
bandejas, contendo as sementes, foran mantidas em cmaras a uma temperatura de 25°C,
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sob umidade relativa de 65% e a um fotoperiodo de 12 h, sob iluminaco fluorescente de
2,65 Wm2 (=1800 hux). Apoés o crescimento das plintulas até o estagio de duas (2) folhas,
aproximadamente oito (8) a dez (10) dias, as bandejas foram retiradas das cimaras e os

3.7.1 BIOENSAIO EM COTILEDONE DE SOJA

O teste biolégico empregado para se comprovar a capacidade de sintese da
fitoalexina gliceolna na soja, induzida pela levedura S. cerevisiae, foi desenvolvido por
Ayers et alii (1976) e modificado por Ziegler & Pontzen (1982). No Brasil, o teste foi
mtroduzido no Instituto Biologico de S&o Paulo por Guzzo (1989).

Os cotilédones de soja a serem empregados neste teste foram previamente
selecionados, pois nio podem apresentar qualquer tipo de lesfo, mancha ou imperfei¢des.
Assim, selecionou-se as sementes antes de serem utilizadas, eliminando-se as portadoras de
pequenas cicatrizes ou lesOes feitas por caros. Tendo as plantulas atingido o estagio de duas
(2) folhas, (oito a dez dias), os cotilédones foram delicadamente destacados e lavados, por
trés (3) vezes, em 4dgua destilada esterilizada e enxutos com papel absorvente fino. Com uma
18mina de ago extremamente afiada e esterilizada, cada cotilédone sofreu um corte de cerca
de lmm de espessura e 6mm de didmetro na sua superficie inferior. Um lote de dez (10)
cotilédones foi, entdo, colocado em placa de Petri sobre a superficie de cinco (5) discos de
papel filtro (Fitec-Ind.Com. Filtros Lida. S.P) previamente umedecidos com &gua destilada,
de modo a deixar os cotilédones boiando sobre a 4gua. Utilizando-se uma micropipeta
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automatica, aplicou-se aliquotas de 75l da amostra de levedura a ser testada sobre cada um
dos cotilédones. Um controle foi feito com a utilizagio da dgua destilada esterilizada no
lugar da amostra. Trés placas contendo dez (10) cotilédones foram preparadas para o teste de
cada amostra e cada experimento repetido trés (3) vezes.

Terminada a aplicagio das amostras, as placas foram tampadas, cobertas com
um pano preto, e incubadas por 20 h a 26°C, no escuro. Apés o tempo de incubaglio, os
cotilédones foram tranferidos para um Erlenmeyer contendo 20ml de agua destilada e
deixados sob agitaglo, durante uma hora, para extrair toda a gliceolina formada. Antes de se
proceder 4 leitura no espectrofotdmetro a 285nm, o material foi submetido a um processo de
filtrag8o em papel filtro (Fitec-Ind.Com. Filtros Ltda. S.P). Os bioensaios foram executados
em cimara de fluxo laminar previamente desinfectada e todo o material utilizado foi

esterilizado por autoclavagem (30min, 121°C).

O teste biolégico com cotilédone de soja mostrou ser extremamente sensivel a
variagdes. Somente com a repetigo sistematica dos testes e com a prética ao longo do tempo
¢ que se conseguiu a padronizag8o do expenimento. Os cuidados necessarios ao éxito deste
teste comegam na seleg#o das sementes, como j4 mencionado. Também o seu tamanho deve
ser padronizado. A semente deve ser enterrada na areia a uma profundidade aproximada de
2cm. A profundidade correta ¢ fundamental para o crescimento das plantas no perfodo de
oito (8) a dez (10) dias. A temperatura ¢ o principal fator limitante do crescimento.
Temperaturas abaixo do valor étimo retardam significativamente o crescimento das plantas,
a0 passo que temperaturas muito acima de 25°C prejudicam a avaliago dos resultados
devido ao estresse causado nas plantas. A quantidade de 4gua deve ser adequada de tal
forma que as sementes nfo fiquem em ambiente nem muito encharcado nem seco demais.

Portanto, deve-se proceder & rega diariamente, de preferéncia no mesmo hordrio.
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A escolha dos cotilédones a serem utilizados é um cuidado que nfio deve ser
esquecido, pois muitos cotilédones nfio apresentam a configuraglo fisica ideal para
desempenharem o papel de suporte das amostras. Por isto, cotilédones muito pequenos ou
curvos nio devem ser utilizados, porque, ou nfio comportarfio a quantidade de liquido ou a
dgua depositada na superficie da placa de Petri, onde os cotilédones estarfio boiando, poderd
mvadi-los. Para se evitar tais imprevistos, deve-se aumentar a quantidade de cotilédones por
placa (treze a quinze em vez de dez). As plantas cujos cotilédones nfio abriam

completamente nfio devem ser utilizadas, pois aqueles apresentam-se curvos e robustos.

O corte feito na parte mferior do cotilédone deve possuir as seguintes
caracteristicas: ser em forma de uma gota, ou seja, acompanhar o formato do cotilédone; nfio
chegar at¢ as bordas, pois isto fard com que o liquido escorra facilmente; ndo ser profundo,
para nfo afetar muito os tecidos do vegetal.

Os discos de papel de filtro colocados nas placas para o perfodo de incubagfio
precisam ser recortados do tamanho exato das placas, para que nfio fiquem com rugas e

saliéncias.

A quantidade de 4gua colocada nas placas deve ser controlada de tal forma que
nio deixe os cotilédones secarem e nfo ultrapassem o limite das bordas dos mesmos.
Por tltimo, a temperatura durante o tempo de incubagfio deve ser rigorosamente mantida a
26°C.



4- RESULTADOS

4.1 SELECAO DE LINHAGENS

Das linhagens procedentes da UNICAMP e do Instituto Zimotécenico, apenas a
linhagem ATCC-26698 se mostrou regular nos testes pam auxotrofia, nunca tendo sido
verificada a minima duvida quanto ao seu crescimento tanto em meio sintético (minimo)

como em meio completo.

A resposta, sempre uniforme e precisa, demonstrada nos testes preliminares pela
ATCC-26698, permitiu que se constatasse com seguranga qualquer alteracfo entre as outras
linhagens que estavam sendo testadas. Esta caracteristica da linhagem ATCC- 26698 nfo foi
encontrada em nenhuma outra, ficando claro, portanto, o problema do crescimento residual,
caracteristico das outras linhagens, em placas de Petri com meio sélido.
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No inicio da pesquisa o desconhecimento do comportamento das linhagens levou
a prolongadas manipulagBes em laboratério, nfo sendo possivel estabelecer, com
antecedéncia, se a linhagem apresentava algum marcador genético, pois os laboratérios de
onde procediam nfio dispunham de tal informac8o. Com o decorrer do experimento, ©
encontro de linhagens que absolutamente nfio possufam um comportamento definido em
resposta aos testes aplicados, mostrou que o caminho a seguir era o de procurar linhagens j4
conhecidas sob o ponto de vista genético e evitar, assim, maior perda de tempo. Em
consequéncia, a linhagem ATCC-26698 constituiu-se em excegdio, vindo a ser utilizada
como controle e todas as outras linhagens da UNICAMP e do Instituto Zimotécnico foram
descartadas. As linhagens provenientes da USP passaram, gradativamente, a substitui-las.

As caracteristicas que levaram preferencialmente a selego de linhagens, na fase
preliminar da pesquisa, foram, principalmente, a resposta precisa quando colocadas para
crescer em meios com fontes nutritivas diferentes, para se constatar se a linhagem era ou
nfio mutante e o grupo de compatibilidade determinado. Posteriormente, apos estabelecida a
metodologia e confirmadas as linhagens que deveniam ser utilizadas |, obteor de
polissacarideos constituiu-se na Unica caracteristica desejavel para a continuaglio do
trabalho.
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4.2 OBTENCAO DAS FRACOES

4.2.1 LAVADO

4.2.1.1 VARIACAO DO TEOR DE GLICOSE NO MEIO DE
CULTURA

A tabela I mostra o peso fresco das linhagens ATCC- 26698 e GRF-18 de §.
cerevisiae crescidas em decrescentes concentragSes de glicose. Nota-se que a concentrago
inicial de glicose do meio ¢ um fator limitante do crescimento, principalmente para a
linhagem mutante. A linhagem controle (ATCC-26698) teve o seu crescimento reduzido,
mas, mesmo assim, conseguiu crescer quando a concentragfo de glicose inicial do meio foi

de 0,09 .
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TABELA1

Peso frescol das linhagens ATCC-26698 ¢ GRF-18 de S cerevisiae crescidas em

diferentes concentracles de glicose.

Concentrag3o de glioosezz

2% 1% 0,2% 0,1% 0,02% 0,01 0,0

Lmhagens
ATCC-26698 1,153 1,15 0,78 0,72 0,57 0,49 0,37
GRF-18 1,05 0,67 0,30 0,17 - - -

1- Peso fresco em gramas das duas ( 2) linhagens consideradas.

2- Concentragdo de glicose do meio de crescimento (YEPD) tomada em porceniagem do
total.

3- Média de duas (2 )repetigdes.



4.2.1.2 VARIACAO DO TEOR DE CARBOIDRATOS TOTAIS NO
MEIO CULTURA PARA CRESCIMENTO DAS LINHAGENS

ATCC-26698 E GRF-18 DE S cerevisiae.

O teor inicial de carboidratos, tanto do meio de cultura livre de células quanto
do "lavado", foi quantificado (conforme item 3.6.1) pas respectivas vanagSes da
concentragdo de glicose, como pode ser visto na tabela II.

Quanto ao "lavado" pode-se constatar que a presenga de aguUcares estd
relacionada com a concentragdo inmicial do meio de cultura. Esta observagio pode ser
comprovada pelos dados da tabela I que mostram a dosagem ao se fazer apenas uma
lavagem das células. Ao se proceder a 2° lavagem, o teor de carboidratos teve uma queda
acentuada, o que pode ser confirmado pelos dados da tabela V1.
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TABELA O

Quantificaciio do teorl de carboidratos totais solivels do meio de cultura e do
"lavado," apés crescimento, das linhagens ATCC- 26698 E GRF-18 de S cerevisiae,
em presenca de diferentes concentragdes de glicose no meio de cultura.

Teor de carboidratos totais sohiveis para as linhagens de S. cerevisiae:

ATCC-26698 GRF-18

GLICOSE
% Meio? " lavado"3 Meio "lavado”
2,0 1560 280 1710 200
1,0 950 210 1515 180
0,2 1010 650 1220 120
0,1 320 73 1170 %0
0,02 605 73 1420

0,01 660 73 1305

0.0 700 95 1080

1- Teor total de carboidratos sohiveis, medido pelo método de antrona, em Eqpg de
glicose/ml.

2- Fraglio representada pelo meio de cultura livre de células onde se desenvolveram as
linhagens de S. cerevisiae.

3- Fragfo representada pela lavagem das células de S cerevisige separadas do meio de
cultura.

Média de duas repetigBes.
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4.2.1.3 VARIACAO DO TEOR DE CARBOIDRATOS TOTAIS
SOLUVEIS DA FRACAO "LAVADO" DA LINHAGEM ATCC-
26698 DE S. cerevisiae, APOS DIFERENTES INTERVALOS DE

TEMPO.

Os dados anteriores (item 4.2.1.2) sfo corroborados pelos resultados dos testes
feitos com a frag#o "lavado” da linhagem ATCC-26698 de S. cerevisiae para se determinar
se a frag8o extracelular derivada da lavagem das células apresentava ou nfo enriquecimento
posterior de polissacarideos ao meio de cultura. Observa-se que independentemente do
tempo deixado em agitag#o, o teor de carboidratos totais soliveis nfio apresentou nenhum
aumento significativo. Ao contririo, diminuiu consideravelmente do intervalo de tempo
"zero" a quarenta e oito (48) horas. Tais constatagBes determinaram que nfo haveria
vantagem em se aproveitar a frag#o "lavado," por ela nfio proprocionar o enriquecimento do
meio com agucares extracelulares além daqueles pertencentes ao meio de cultura original. A
quantidade de carboidratos da fragfo "lavado” ndo cresceu proprocionalmente ao tempo de
agitaglo, 1sto é: o teor de agucares do tempo "zero" e apds quarenta e oito (48) horas nfo teve
umn aumento significativo como mostrado pelo teste "t" ao nivel de 5% (tabela III).
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TABELA III

Variagio do teor! de carboidratos totais soliveis da fraglio "lavade” da linhagem
ATCC-26698 de culturas de S cerevisiae, crescidas em diferentes intervalos de

tempos.
Teor de carboidratos totais sohiveisda fragao "lavado” da linhagem
ATCC-26698
TEMPO
(horas) média desvio padrio
0 29672  « 3,21
1/2 21,00 + 0,00
2 16,33* + 6,11
6 1633¢ & 1,26
10 18,00* + 4,58
24 16,67% £ 3,06
48 12,25*% + 4,60

1- Teor de carboidratos totais soliveis medido pelo método de antrona, em Eq. pg de glicose
/ml.

2-Médias seguidas de asterisco s#o significativamente diferentes da média do tempo "zero"

ao nivel de 5% (P<0,05) (teste t ).

Meédia de trés repeti¢Bes.
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4.2.2 LISADO

4.2.2.1 DEFINICAO DO METODO DE LISE CELULAR

Observagdes ao microscdpio Optico constataram a presenca de 100% de células
completamente intactas, resultantes da tentativa de lise tanto pelo desintegrador celular
Hannover quanto pelo ultra-som. A desintregagio mecfnica, em presenga de nitrogénio
lquido acrescido de carborundum, foi o ‘mico procedimento que apresentou, ao microscopio,
c¢lulas completamente hisadas. Por conseguinte, demonstrou ser 0 método mais eficiente,
apesar de mais trabalhoso e demorado.

4.2.2.2. COMPARACAO DA OSCILACAO DO TEOR DE
CARBOIDRATOS EM VARIAS REPETICOES

O investimento de tempo e trabalho dispensados 4 fragio "lavado” s6 seria
compensador se a faxa de carboidratos totais soliveis fosse aumentando significativamente
com o tempo de agitagfio. Como isto nfo ocomreu ( tabela II), a fraglo "lavado" foi
descartada dos testes posteriores e iniciou-se a seleglo de linhagens, utilizando-se apenas o
hsado celular. O método de lise celular selecionado foi submetido a repetigBes com o
objetivo de se constatar a sua confiabilidade, uma vez que o método em si, por depender da
forca mecfnica do expernimentador, podenia resultar em dados nfo reproduziveis. A tabela IV
mostra o peso em gramas das repetigBes feitas com as linhagens ATCC-26698, GRF-18 e
uma linhagem comercial de fermento biolégico Fleichmann (FL). Pode-se observar que o
crescimento da linhagem comercial FL nfo chegou a 1,0 gr. A diferenga entre as médias foi
significativa ao nivel de 5% pelo teste "t". Observa-se, também, que o crescimento foi

extremamente regular nas quatro (4) repeti¢des.
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TABELA IV

Peso fresco em gramas das linhagens ATCC-26698 , GRF-18 e FL de §. cerevisiae
crescidas em meio completo liquido (YEPD), antes de lise celular .

Peso fresco em gramas das linhagens:

N° do ATCC GRF-18 FL
Experimento

1 1,26 1,16 0,87

2 1,26 1,04 0,90

3 1,16 1,09 0,89

4 1,16 1,06 0,91
Média 1,21*1+ 0,06 1,09*+ 0,05 0,89+ 0,02

1- Médias seguidas de asterisco s3o significativamente diferentes da linhagem FL ao nivel
de 5% (P<0,05) (teste-Tukey).



A linhagem comercial apresentou uma caracteristica nfio comumente encontrada
em linhagens de laboratorio: a floculag#o. E uma linhagem possivelmente polipléide, como
geralmente ocorre com linhagens comerciais, cujas c¢lulas sio maiores do que as clulas
hapléides, o que pode ser observado ao microscopio dptico. Com relaglio ao crescimento,
constatou-se variagio na velocidade de crescimento entre as trés linhagens, sendo a
comercial a linhagem que menos cresceu, em comparagdo com as outras, nas Imesmas
condigdes de laboratério. Pela andlise de variincia e teste de Tukey, houve diferenga
significativa também entre as linhagens ATCC-26698 e GRF-18. O coeficiente de variago
foi de 4,32 .

A tabela V mostra os resultados da taxa de polissacarideos do lisado € a tabela
VI se refere ao "lavado". Quatro repetigBes foram feitas com trés linhagens diferentes: a
linhagem ATCC-26698, a GRF-18 e uma linhagem comercial de fermento biologico
Fleischmann (FL).

Verifica-se que houve uma variag8o estatisticamente significativa no teor de
carboidratos da fragfio lisada (tabela V) entre as linhagens, demonstrada pelo teste de
Tukey. A linhagem ATCC-26698 apresentou um teor de carboidratos superior aos das outras
duas linhagens. O coeficiente de variagf#o encontrado foi de 18,2.

Quanto ao "lavado"(tabela VI) a linhagem GRF-18 apresentou uma diferenga
estatisticamente significativa em relago a linhagem FL, como pode ser constatado pelo teste
de Tukey. O coeficiente de variag8o encontrado foi de 25,335.
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TABELA V

Teorl de carboidratos totais sohiveis da fracic lisada das linhagens ATCC-26698,
GRF-18 ¢ FL de culturas de §. cerevisiae crescidas em meio completo liquido (YEPD),

em quatro repeticdes.

Teor de carboidratos totais soluveis da frago lisada das linhagens:

N°do ATCC-26698 GRF-18 FL
Experimento

1 113,0 37,0 20,0

2 98,0 17,0 14,0

3 88,0 19,0 22,0

4 93,0 27,0 13,5
Média 98*2 + 10,80 25+ 9,09 17,38 + 4,27

1- Teor de carboidratos totais soliveis medido pelo método de antrona em Eq.ug de glicose
/ml.

2-Médias seguidas de asterisco s#o significativamente diferentes da linhagem FL ao nivel de
5% (P<0,05) (teste-Tukey).
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TABELA VI

Teor! de carboidratos totais soltiveis da fracio "lavado" das linhagens ATCC-26698,
GRF-18 e FL de culturas de S. cerevisiae crescidas em meio completo liquido, em

quatro repeticdes.

Teor de carboidratos totais soluveis da frago "lavado” das linhagens:

ATCC-26698 GRF-18 FL

N° do
Experimento

1 18,5 22,0 11,0

2 20,0 29,0 8,0
3 27,0 20,5 14,0
4 14,0 19,0 11,0
Média 19,882 + 539 22,63% + 4 42 11,0+ 245

1- Teor de carboidratos totais soliveis medido pelo método de antrona em Eq. pg de
glicose/ml.

2-Médias seguidas de asterisco s#o significativamente diferentes da linhagem FL ao nivel de
5% (P<0,05) (teste- Tukey).
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4.2.2.3. SELECAO DE LINHAGENS E QUANTIFICACAO DO
TEOR DE CARBOIDRATOS APOS LISE CELULAR.

Diferentes linhagens foram submetidas 4 criotniturac8o e ao teste quimico de
antrona. O teor de carboidratos encontrado é mostrado na tabela VII.

Os dados da tabela VII mostram que duas linhagens sobressairam na
quantidade de carboidratos presente no hisado: a ATCC-26698 e a 665-1A. Nota-se, ainda,
que a maioria das linhagens apresentou um teor médio de carboidratos estatisticamente nfio

significativo, que variou de 13 a 27 Eq. em ug de glicose/ml.

As duas linhagens, que sobressairam, ultrapassaram esta faixa meédia,
apresentando uma diferenga altamente significativa em relago as demais e foram

selecionadas para o cruzamento.



TABELA VII

Teor! de carboidratos totais sohiveis da fraciio lisada de diferentes linhagens de
S.cerevisiae crescidas em meio completo liquido (YEPD).

Teor de carboidratos totais soliveis da fragfo lisada

Linhagens média desvio padriio
ATCC 26698 101,332 + 10,40
DC-6 16,33 + 3,21
AH-22 2,33 + 7,09
Cl1 24,00 + 5,29
1784 13,00 + 5,56
1783 17,16 + 9,75
1788 19,66 + 6,42
FL 18,66 + 5,88
GRF-18 27,66*  + 9,01
RC.631 25,66 + 7,09
D.665.1A 79,00* + 7,87
TD-20 15,00 + 1,00

1- Teor de carboidratos totais soliveis medido pelo método de antrona em Eq.ug de
ghcose/ml.

2- Médias seguidas de asterisco sfio significativamente diferentes ao nivel de 5%
(P=<0.05)(teste-Tukey). Média de trés repetigOes.
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4.3 CRUZAMENTOS

As linhagens cruzadas foram escolhidas de acordo com dois critérios: 1) maior
quantidade de carboidratos totais sohiveis presente no lisado e 2) grupo de compatibilidade

determinado.

A média dos valores das repetigOes foi usada para comparaglo das linhagens

entre si.

Como nfio seria possfvel o cruzamento de todas as linhagens entre si, pois
demandaria mais tempo do que o disponivel, optou-se pelo cruzamento entre as duas mais
representativas do grupo. Tentativas foram feitas para se cruzar a linhagem ATCC-26698
com 4 GRF-18 mat o e a D.665.1A mat a. Os resultados dos cruzamentos com linhagem
ATCC-26698 nfo foram positivos,

O cruzamento das linhagens GRF-18 com a D.665.1A, resultou em setenta e seis
(76) novas linhagens hapléides, conseguidas por micromanipulagfo. O resultado ¢ mostrado
na tabela VIII e permitiu separar as linhagens de acordo com o asco do qual foram oriundas.
Assim, as coldnias provenientes de um mesmo asco foram arbitrariamente numeradas, sendo
as colfnias de niluneros 1,2,3,4, pertencentes a um vmico asco, as coldnias de niimeros
5,6,7,8, a outro asco, e assim por diante. Cada colOnia representa, pois, uma linhagem
diferente, hapléide e produto de meiose.
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Tétrades hapléides procedentes de ascos do cruzamento das linhagens GRF-18 e 665-

1A de S.cerevisiae separadas por micromanipulaciio.

Ascol Tétrades Asco Tétrades

I 1, 2,3, 42 X1 41,42.43,44
I 56,78 X1 45,46,47 48
m 9,10,11,12 X 49,50,51,52
v 13,14,15,16 X1V 53,54,55,56
\% 17,18,19,20 XV 57,58,59,60
VI 21,22,23,24 XV1 61,62,63,64
VI 25,26,27,28 XVII 65,66,67,68
\411} 29,30,31,32 XV 69,70,71,72
X 33,34,35,36 X1V 73,74,75,76
X 37,38,39,40

1- Ascos numerados aleatoriamente.

2- Coldnias oriundas do mesmo asco.
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43.1 QUANTIFICACAO E SELECAO DE LINHAGENS
RESULTANTES DE CRUZAMENTO PARA USO EM
BIOENSAIOS.

Foram analisadas as amostras provenientes de seis (6) ascos diferentes do
cruzamento das linhagens D.665-1A X GRF-18. Os testes quimicos feitos com estas
amostras mostraram diferencas quantitativas no teor de polissacarideos tanto nas amostras
provenientes de wm mesmo asco como entre amostras de ascos diferentes. A andlise dos
dados permitiu a identificagfo de quatorze (14) linhagens que apresentaram teores maiores
do que o pai de maior valor e apenas um (1) com teores inferiores ao pai de menor valor.
Outras nove (9) apresentaram teores médios que oscilaram entre 27 e 80 Eq. em pg de
glicose/ml. Pode-se constatar, portanto, que houve predominfincia de linhagens com teores
maiores do que ambos os pais. Através da micromanipulago ficou garantida a procedéncia
e a pureza do material a ser trabalhado.

A Tabela IX expde o teor de carboidratos totais soliveis de vinte e quatro (24)
linhagens haploides, oriundas de cruzamento em laboratério. Os dados representam a réplica
de maior concentrago, cuja amplitude de variagc#o estd entre 13 e 145 Eq. em ug de
glicose/ml. Também aqui ficou claro a existéncia de grande variabilidade genética conferida
pelo método de lise celular utilizado .



TABELA IX

Teor! de carboidratos totals sohiveis da fraclio lisada de 24 tétrades derivadas de
ascos resultantes do cruzamento das linhagens GRF-18 X 665-1A de §. cerevisiae.

Teor de carboidratos totais sohiveis da frag&o lisada de tétrades derivadas de seis ascos:

Tétrade glicose em Tétrade glicose em
N° Eq.pg/ml N° Eq.pg/ml
1 532 13 141
Asco 2 33 Asco 14 100
I 3 21 v 15 109
4 14 16 88
5 27 17 50
Asco 6 100 Asco 18 77
i 7 101 v 19 84
8 102 20 94
9 88 21 145
Asco 10 57 Asco 22 95
i} 11 44 vi 23 80
12 52 24 122

1- Teor de carboidratos totais soluveis medido pelo método de antrona em Eq.ug de
glicose/m].

2- Réplica de maior concentragfo de carboidratos entre trés repeti¢des.



65

4.3.2 ATIVIDADE ELICITORA MEDIDA ATRAVES DE
BIOENSAIO

Amostras de fragdes lisadas de tétrades oriundas do cruzamento das linhagens
GRF-18 X 665-1A com teores diferenciados de carboidratos foram testadas em bioensaio a
fim de se verificar sua capacidade de elicitar a gliceolina na soja. Além das hinhagens
gelecionadas do cruzamento em laboratério, foram utilizados dois extratos de células lisadas
da levedura S.cerevisiae com concentragio de 414 Eq.em pg de manose/ml (Bacto yeast
extract) da Difco e com concentragio de 2413 Eq. em pug de manose/ml da London analytical
& bacteriological media Ltd. Estas fragSes foram denominadas de Levl e Levll ,

respectivamente.

A tabela X mostra os resultados dos bioensaios medidos através do valor
A285ams € & tabela XI mostra o teor de carboidratos e proteinas de cada amostra assim
como a porcentagem em relag8o ao total. As amostras Levl e Levll, péssuidoms de teores
bem acima dos apresentados pelas linhagens testadas, mostraram alta capacidade de elicitar
a fitoalexina gliceolina, como pode ser visto pelos dados da tabela X.



TABELA X

Atividade elicitora de fracles lsadas de diferentes linhagens com diferentes
teores de acticares medida através de bioensaio em cotilédones de soja.

Atividade elicitoral(Apgsnm) de fragBes lisadas de linhagens
com teores diferenciados de agucares:

Linhagens

Controle2 Tratamento>
4 0,264 + 0,058 0,3434 £ 0,063
8 0,220 + 0,044 0,345% £ 0,052
9 0,220 + 0,044 0,574* £ 0,087
20 0,220 + 0,044 0,537% + 0,084
21 0,264 + 0,058 0,322° £ 0,016
665-1A 0,257 + 0,063 0,276* + 0,041
Zigoto 0,276 + 0,077 0,318* + 0,058
Levl 0,255 + 0,107 0,684* £0,136
LevIl 0,255 + 0,107 1,397* £ 0,321

1- O valor A85nm ¢ considerado como atividade elicitora (Ayers et alii, 1976).
2- Controle: cotilédones tratados com Agua destilada esterilizada.

3- Tratamento: cotilédones tratados com a frag8o hsada possuindo diferentes concentragfes
de glicose/ml.

4- Médias seguidas por um asterisco sfo significativamente diferentes do controle ao nivel
de 5%(P<0,05)(teste- t).Média de trés experimentos com trés réplicas + desvio padrilo.
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TABELA X1

Teor de carboidratos! e de pmtelms2 totais da fraclo lisada das linhagens de

S.cerevisiae utilizadas no bioensaio em cotilédones de soja.

Carboidratos Proteinas

glicose em SAB em
Linhagens Eq.pg/ml Kfragho? Eq.pig/ml fragho
4 14 7,6 170 92,4
8 102 7.4 1260 92,95
9 88 46,8 100 33,19
20 94 56,28 73 43,72
21 145 81,46 33 18,54
665-1A 79 28,42 199 71,58
zigoto 91 48,66 9 51,34
levl 4144
levll 2413

1- Teor de carboidratos totais soliveis medido pelo método de antrona em Eq. pg de
glicose/ml.

2- Teor de proteinas totais medido pelo método de Lowry em Eq.ug de SAB/ml.
3- Porcentagem de carboidratos e proteinas das fra¢8es lisadas tomada em relagfo ao total.

4- Teor de carboidratos totais soliveis presente na fragfio lisada comercial medido pelo
método de antrona em Eq. pg de manose/ml.
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4.3.3 ATIVIDADE ELICITORA RELATIVADA DAS FRACOES

A atividade elicitora relativa (AER) das fragdes é dada através da

seguinte formula:

(ug de carboidratos /ml) X 0,5

Y= onde:

AE

Y= concentragio da frago requerida para fornecer uma atividade elicitora
relativa igual a 0,500,

pg de carboidratos/ ml= concentraglio de carboidratos na fraglio

AF= atividade elicitora da frag&o determinada por bioensaio em cotilédone de

soja.

Os valores obtidos (Y) sdo inversamente proporcionais as atividades elicitoras
relativas das fragSes.
0,5= ¢ um valor arbitrdrio de atividade elicitora, escolhido para efeito de

comparagio segundo Hahn & Albersheim (1978). A tabela XTI mostra os valores das
atividades relativas das fragBes lisadas testadas em bioensaio.



69

TABELA X0

Atividade elicitora relativa das fracdes lisadas de diferentes linhagens de §. cerevisiae

com diferentes teores de agticares medida através de bioensaio em cotilédones de soja.

Carboidratos] AER2 1y

Linhagens

4 14 20,40 0,049
8 102 147,82 0,007
9 88 76,65 0,013
20 94 87,52 0,011
21 145 22,51 0,044
665-1A 79 88,76 0,011
zigoto 9] 143,08 0,007

1- Teor de carboidratos totais sohiveis das frag8es lisadas medido pelo método de antrona

em Eq. pg de glicose/ml.

2- Atividade elicitora relativa obtida pela média dos valores de Ajpgspy, em trés

experimentos com trés réplicas.



5- DISCUSSAO

5-1 SELECAO DE LINHAGENS E OBTENCAO DE FRACOES.

Dentre as hnhagens procedentes da UNICAMP, apenas a ATCC-26698 foi
aproveitada neste trabalho por ser estdvel em meio de cultura, quer seja minimo, quer seja
completo. Esta linhagem apresentou um crescimento extremamente regular nas diversas
repetigBes realizadas. Apesar de ndo se poder afimmar com seguranga, uma vez que nio
foram obtidas maiores informagdes no laboraténo de procedéncia, supde-se que a razdo
deste comportamento pode ser encontrada no fato desta linhagem poder ser tanto diploide
como poliploide. A ‘mica informagio obtida foi a de esta linhagem que ¢ boa produtora de
alcool. Estudos visando a este tipo de informagfo estavam além dos objetivos deste trabalho.

As linhagens procedentes do Instituto Zimotécnico nfo foram aproveitadas por
estarern contaminadas, o que naturalmente dificoltou a interpretagfio dos testes para
auxotrofia e explica o aparecimento do crescimento residual persistente caracteristico destas
linhagens. Tais observagBes ficaram ainda mais evidentes quando se comparou o
desempenho das linhagens provenientes da USP com as do Imstituto Zimotécnico. A
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diferenga de comportamento entre elas mostrou que se estava diante de um material
extremamente mal conservado e que no poderia ser utilizado no trabalbho. A importincia da
~ origem e da pureza do material ficou ressaltada nesta pesquisa, proporcionando a eliminag8o
de muitos testes, economizando tempo e custo e dando maior seguranca na interpreiago dos
resultados. A comparagio dos dados obtidos neste trabalho com os de outros autores ¢
prejudicada pela escassez de estudos semelhantes com a levedura S. cerevisiae. A razio
desta lacuna na literatura ¢ mais um motivo para que pesquisadores busquem preenché-la.
Encontram-se muitos trabalhos relacionados 4 composig8o quimica de estruturas celulares,
como a parede celular (e.g. Phaff, 1963; Bacon et alii, 1969; McMurrough & Rose, 1967 ),
mas a ligagfio entre esta e a elicitagio de fitoalexinas em plantas é praticamente inexistente
para linhagens de S. cerevisiae, principalmente as nio-comerciais. O presente estudo ¢,
portanto, pioneiro neste aspecto e os resultados obtidos mostram satisfatoriamente o alcance

dos objetivos propostos porque:
a) a comparagio do teor de polissacarideos foi executada em
diferentes linhagens, aleatoriamente conseguidas;

b) fragBes completamente distintas da levedura foram utilizadas para
a comparagio do teor de polissacarideos, ou seja, uma frac#io extracelular denominada
"avado" ¢ uma frag#o derivada do interior da célula;

c) o descarte da fragdo "lavado" é um resultado positivo pois, poderd

contribuir com pesquisas futuras;

d) as linhagens com maior teor de polissacarideos foram selecionadas
e os hibridos, obtidos.
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e) através de bioensaios foi estimada a eficiéncia dos hibridos pela
produgio de gliceolina em cotilédones de soja.

Os testes preliminares feitos com a frag8o "lavado," visando ao conhecimento do
comportamento de diferentes linhagens nas condigdes desejadas, foram executados com duas
(2) linhagens que, nutricionalmente, eram bein diferentes: a ATCC-26698 e a mutante GRF-
18.

A andlise dos dados da tabela I mostra que a concentraglio de glicose minima
necess4ria para o crescimento de uma linhagem ¢ de 2% e, assim sendo, esta taxa foi
mantida nos testes seguintes uma vez que, com menor concentraglio, o crescimento da
linhagem mutante ficou comprometido. Comparando-se o peso das duas linhagens, verifica-
se que a ATCC-26698 obteve o mesmo rendimento quando a8 dosagem de glicose foi
reduzida de 2% para 1%, 0 que nfio aconteceu com a GRF-18. Nas dosagens subsequentes, a
ATCC-26698 manteve o seu crescimento, decaindo lentamente e conseguindo manter-se

mesmo em um meio totalmente desfavoravel.

Com relagfo & concentragfo de glicose no meio de cultura, a literatura menciona
a taxa de 2% usada correntemente por pesquisadores da area, fazendo parte da composigo
bésica do meio para crescimento de levedura (Fink, 1970). Porém, Polakis & Bartley (1966)
citam 0,9%0. Os resultados aqui apresentados comprovam ambos os dados da literatura, uma
vez que diferengas considerdveis foram observadas na taxa de crescimento das linhagens e
devem ser levadas em consideragfio. O crescimento da linhagem ATCC-26698 foi
praticamente o mesmo com a concentragdo de 2% e de 1% de glicose na composigio do
meio de cultura (valor bem préximo ao de Polakis & Bartley, 1966) enquanto que, para a
linhagem mutante, o minimo necessario foi de 2% (tabela I). A linhagem mutante nfo se
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desenvolveu quando a concentraclio de glicose do meio foi de 0,0% e a ATCC-26698 teve
um desempenho até maior do que a GRF-18, quando esta cresceu em um meio com 0,2% de
glicose. Possivelmente, isto se deveu 4 utihizaglio pela ATCC-26698 de agtcares liberados
por outros componentes do meio de cultura. A linhagem mutante, nfo sendo capaz de
utilizar estes residuos, teve seu crescimento paralisado. Segundo Bamett (1976), cada
linhagem de levedura tem uma taxa de crescimento propria que se modifica se qualquer uma
das condig¢Bes ideais for mudada (temperatura, requerimentos nutricionais, etc). Concluiu-se,
pois, que a concentraglo de glicose deve ser ajustada de acordo com as necessidades de cada
linhagem.

Os testes com a fragio "lavado” visaram, também, & obteng8o de informagbes
sobre a variago do teor de carboidratos fotais soliveis no meio de cultura. Comparando-se o
teor de carboidratos totais soliveis encontrado no meio de cultura da linhagem controle
(ap6s crescimento) com o encontrado na linhagem mutante, notamos que no primeiro caso a
quantidade de agUcares decresceu concomitantemente com a concentragio de glicose do
mneio. Isto nfo ocorreu no segundo caso, sugenndo a utilizag#o dos agticares liberados pelos
outros componentes do meio de cultura, apés sua degradagio, pela linhagem ATCC-26698 e
nfo pela GRF-18.

O teor inicial de carboidratos totais soliiveis presente no meio de cultura e
oriundo da degradagio de outros componentes do meio de cultura da linhagem mutante
permaneceu, praticamente, inalterado nas diferentes varniagtes de glicosé testadas, enquanto
que o teor da linhagem controle foi reduzido, aproximadamente, pela metade. Os resultados
mostrados na tabela II s#o consistentes com a pressuposi¢8o colocada, anteriormente, de que
a hinhagem ATCC- 26698 utilizou agicares liberados por outros componentes do meio.
Observando-se a dosagem de agucar do meio de cultura feita com 2% e com 1%, verifica-se
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que houve um consumo bem maior de aguicar por esta linhagem do que pela GRF-18, nas
mesmas condigdes de cultivo. Comparando-se 0s dados da taxa de carboidratos presente no
meio de cultura com a presente no "lavado", nota-se que esta decresceu concomitantemente 4
concentraglo de agucar do meio. As evidéncias sugerem , pois, que O agucar presente na
fragio "lavado" ¢ residuo do meio de cultura e nfio proveniente do metabolismo celular da
levedura. Tal afirmaglo ficou fortalecida quando se verificou a vanagfio do teor de
carboidratos totais da fraglo "lavado" em diferentes intervalos de tempo. A diferenga,
estatisticamente significativa (tabela IIT), entre o teor de carboidratos presente no "lavado" no
1° intervalo de tempo em relagio aos seguintes sugere que a levedura S. cerevisige nio
produz polissacarideos extracelulares em quantidades detectdveis pelo método utilizado para

a fragdo "lavado".

Quanto ao lisado, varios métodos de lise celular sfo descritos. Nickerson (1963)
cita: 1) quebra mecinica por colisfio ou impacto; 2) quebra por ultra-som; 3) exposiglo 4
ag8o enzimatica. Em qualquer dos casos, o material celular deve ser separado do meio para
as anilises subsequentes. O autor salienta que as células da levedura S. cerevisiae s3o muito
resistentes para serem quebradas por ultra-som. O tempo gasto para a quebra da levedura é
muitas vezes maior do que para células de bacténias ou de outros géneros de levedura. Os
dados aqui obtidos estdo de acordo com a observagfo de Nickerson, pois, mesmo usando-se
um aparelho de ultra-som com poténcia superior ao citado pelo referido autor, as células da
levedura nfo se romperam. Entretanto, ABD-EL-AL & Phaff (1968) conseguiram resultados
com eficiéncia entre 50% e 95% utilizando um aparelho de ultra-som (20 kc /seg), mas nio
mencionaram o tempo. A quebra mecfnica por agitacdo com cristais de vidro em
desintegrador do tipo "Mickle" foi usada por Northcote & Home (1952); McMurrough &
Rose (1967) e Power & Challinor (1969), durante uma hora, para quebrar células normais
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da levedura. Outros autores utilizaram a quebra mecfinica com um homogeneizador tipo
"Braun"( Fleet & Manners, 1976). O pnncipio da quebra mecéinica também foi utilizado
neste trabalho, mas as seguintes modificag8es foram introduzidas: 1) a quebra mecénica foi
executada pelo experimentador, por triturago e nfio por agitagio em aparelho elétrico; 2)
acrescentou-se a8 células uma quantidade de carborundum (limalthas de ferro) e ndo cristais
de vidro; 3) a trituragfio foi executada em presenca de nitrogénio liquido. O congelamento
imediato das células juntamente com o carborundum, somados 4 forga fisica exercida pelo
experimentador, contribuiram para a lise celular. Uma das desvantagens em relagfo aos
demais relaciona-se com a participagfio direta do pesquisador no processo, o que poderna
inviabiliza-lo, aumentando o erro experimental em demasia. Esta desvantagem, porém, ¢
compensada quando se verifica que este método pode ser perfeitamente introduzido em
laboratérios desprovidos de aparelhagem mais sofisticada, sendo que o tempo gasto para
triturag8o mecfinica € também de 1 h. A andlise dos dados apresentados na tabela V e VI
permite-nos salientar que: 1) o8 dados referentes 4s repeticdes sfio perfeitamente
reproduziveis; 2) existe oscilaglo do teor de agtcar entre as repetig8es, maior no hisado; 3)
h4 vanabilidade quanto ao teor de carboidratos encontrado em cada linhagem; 4) este
fendmeno ¢ uma caracteristica préopria de cada linhagem; 5) a linhagem comercial FL se
mostrou estatisticamente inferior 4s outras no teor de carboidratos, tanto do "lavado™ como
do lisado. As repetigBes executadas com trés linhagens diferentes (tabela V) mostram que,
apesar da existéncia de oscilaglio no teor de agucar entre as mesmas, a identidade de cada
linhagem nfo foi prejudicada. Os desvios obtidos 3o perfeitamente aceitdveis . Acrescenta-
se a 1sto uma percentagem de erro inerente a qualquer teste quimico de quantificaglio, o fato
de se ter como padrio a média de trés repetigBes para cada amostra e, ainda, o controle do
tempo. A variagfio existente entre os teores de agucares do lisado entre as linhagens podena
ser atribuida ao peso diferenciado das mesmas. Pela tabela IV verifica-se que o peso das
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linhagens ATCC-26698, GRF-18 e FL slo estatisticamente diferentes e apresentaram
diferengas significativas no teor de agicares presente no lisado (tabela V). Por esta razfio, o
desempenho igual na taxa de crescimento foi rigorosamente controlado a fim de nio
interferir na quantificagfo de agucares, tanto do lisado quanto do "lavado,”. A quantidade de
células submetida 4 trituragfio certamente influi no resultado. A diferenga, estatisticamente
significativa, encontrada entre as linhagens ATCC-26698, GRF-18 e FL pode ser devida
também, ao crescimento diferenciado das mesmas apesar da vanagio ter ocomdo mesmo

entre repetigBes com o mesmo peso.

A lise celular de inumeras linhagens da levedura S.cerevisiae revelou a presenca
de teores diferenciados, estatisticamente significativos, de carboidratos totais. O
aparecimento de linhagens cujo teor de carboidratos excede 8 média da maioria, é uma
constataglo de que é possivel o encontro de linhagens que apresentem valores ainda maiores
do que os encontrados pela oportunidade de aparecimento de combinagles genéticas
favoraveis. O cruzamento entre as linhagens mais produtoras visou, exatamente, ao
aparecimento de tais combinagdes. O presente estudo proporcionou a primeira evidéncia
direta de que ¢ vidvel a selegfio de linhagens de laboratério altamente varidveis quanto a esta
caracteristica possibilitando a utilizago de um marcador genético importante na busca de

elicitores de fitoalexinas.
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5.2 CONSIDERACOES SOBRE O USO DE LINHAGENS
COMERCIAIS E DE LABORATORIO.

A possibilidade de linhagens nfo-comerciais de S.cerevisiae serem capazes de
estimular a produgdo de fitoalexina em tecidos de plantas foi, também, confirmada neste
estudo e faz extensio ao trabalho de Hahn & Albersheim (1978). Os refenndos autores
isolaram e caracterizaram umn elicitor retirado do extrato comercial da levedura S.cerevisiae,
obtido da Difco Co., Detroit. A utilizag8o de extrato lisado e de linhagens comerciais da
levedura tem sido feita, até recentemente, por pesquisadores brasileiros (Guzzo, 1989,
Roveratti, 1989 ) pelo fato de nflo se ter ainda um programa de melhoramento e selegiio onde
se possa encontrar linhagens para este fim. Decorre dai que o uso de linhagens comerciais
implica na aceitagdo de caracteristicas geneticamente manipuladas, interessantes as
industrias. Linhagens de laboratorio poderiam ser manipuladas para canalizar caracteristicas
essenciais a um bom elicitor de fitoalexina como, por exemplo, o alto teor de carboidratos
ligados em configurago B e que possuam uma estrutura quimica que propicie 0 maximo de
elicitago. O interesse em induzir fitcalexina pode dispensar uma das caracteristicas mais
importantes na fermentagio industrial, a floculagfo. A habilidade de floculaglo esta
incluida entre os critérios de seleglo para melhoramento de leveduras produtoras de dlcool, e
pode ser definida, segundo Johnston & Reader (1983), como "a agregaglo (reversivel) de
células dispersas da levedura, em flocos, geralmente no final da fermentaglo e subsequente
separaco dos flocos do liquido sobrenadante”. Algumas linhagens hibridas para a produgo
de rum e uisque estio sendo examinadas quanto a floculagio e ao siginificado deste
comportamento. A analise do controle genético da floculaglo representa uma das poucas
investigagBes de uma caracteristica tecnolégica importante nas leveduras, assim como a
quantificago de carboidratos pode respresentar para a indugdo de protegdo em plantas.
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A floculag8o ¢ uma propriedade associada 4 estrutura da parede celular, mais
especificamente,ds proteinas da parede (Johnston & Reader, 1983) e nflo aos seus
carboidratos. A floculagio e o teor de carboidratos sfo caracteristicas que, apesar de serem
antagdnicas em certos aspectos, apresentam, pelo menos, um aspecto em comum. S&o
caracteristicas quantitativas e, como tal, vanam grandemente no grau de intensidade.
Apresentam, pois, grande interesse académico, além de tecnolégico, porque existem poucos
exemplos de analise genética de caracteristicas quantitativas emn microrganismos.

Os resultados apresentados sugerem, assim a inclusfo do teor de carboidratos
como uma caracteristica de sele¢io para se chegar 4 obtengo de um elicitor eficiente e rico
especificamente em B-glucanas. O elicitor proveniente da levedura S. cerevisiae compartilha
muitas caracteristicas com o elicitor isolado do patdogeno P. megasperma f. sp.
glycinea(Ayers et alii, 1976a, b). A purificaglo parcial do elicitor mostrou ser ele constituido
de glucanas ligadas na configurago 8. A importincia deste tipo de configuraglo foi
demonstrada por trabalhos subsequentes (Sharp et alii, 1984a, b, ¢). Cheong et al.( 1991)
reforgaram a importincia da estrufura quimica da molécula elicitora comparando onze (11)
hepto-B-oligoglucosidios. A configurago responsavel pela maxima atividade elicitora era
formada por glucanas ligadas na configuragio 8(1-6) com ramificages B(1-3). A estrutura
quimica da parede celular de S. cerevisiae, demonstrada por Bacon & Farmer (1968), é uma
mistura de um componente principal constituido por uma B-glucana (1-3) e um componente
secundanio, por uma f-glucana (1-6). Manners et al. (1973 b), confirmando a estrutura
quimica da parede celular da levedura, enfatizaram que os resultados analiticos se aplicavam
sorente a glucanas de um exemplar particular da levedura, que as preparag8es de diferentes
cepas podem diferir na proporg80 relativa dos dois (2) componentes (85% de 8- glucana de
alto peso molecular de ligagBes 1-3 e 15% com alta proporgfo de ligagio 1-6) e que os
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componentes individuais podem variar consideravelmente no grau de ramificago e em
outros parfimetros estruturais.

A linhagem comercial do fermento biolégico tipo Fleishmann, usada no presente
experimento, mostrou rendimento inferior ou igual s outras linhagens. Por outro lado, as
linhagens comerciais nfo s#o haploides e podem até ser alopolipldides, ou seja, organismos
hibridos com genes de espécies diferentes (Fink, 1970). O fato da linhagem ATCC-26698
nfo ter cruzado com outras linhagens de ambos 0s grupos de compatibilidade ¢ uma forte
indicago de que ela ¢, no minimo, dipl6ide, caracteristica esta que se soma 4s outras j7:
especificadas anteriormente e que ajuda 4 montagem de um perfil fenotipico desta linhagem.
Fink (1970) impde sérias objegBes ao uso de linhagens comerciais por entender que: sempre
contém material heterogéneo, ou seja, sfo hibridos formados por dois (2) organismos
geneticamente distintos; nfo h4a como saber com certeza o estigio de crescimento do
organismo do qual o "bolo" (cake) ¢ formado, ¢ dificil de se fazer uma andlise genética,
porque , se a linhagem for poliploide, os mutantes dificilmente serdo deteciados. E ainda
adverte: "bioquimicos e/ou geneticistas deveriam usar somente linhagens isogénicas

(genomas iguais) em suas pesquisas”.

McMurrough & Rose (1967) estudaram o efeito da taxa de crescimento e da
limitag#o de substrato na composigHo e estrutura da parede celular de S.cerevisiae. Os dados
apresentados mostraram que as proporgdes relativas dos polissdcarideos (glucana e manana)
nas paredes da levedura, sob condigBes constantes, dependem largamente da natureza do
substrato limitante imposto ao meio de cultura. A presenga de maior proporgdo de glucana
do que de manana nas paredes parece, no geral, estar associada ao crescimento em culturas
que contém uma alta concentragfio de glucose. Esta observagdo pode, portanto, ser fambém
pesquisada mais a fundo, a fim de se estabelecer as condigBes fisicas ideais para aumentar o
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rendimento do elicitor. Guzzo (1989) ressaltou a importincia das mananas também ligadas
em configuraglio B na constituigio quimica do elicitor extracelular de urediniosporos do
patogeno do café(Coffea arabica) Hemileia vastatrix.

Power & Challinor (1969) relataram o crescimento de uma linhagem comercial
de S.cerevisiae em meio de cultura sem inositol, o que resultou na formagio de uma parede
celular aberrante que continha menos manose e mais glucose do que as paredes das células

crescidas em meio normal.

Sendo que a anilise do teor de agicares totais do lisado de células inchui
carboidratos fotais soluveis provenientes da célula como um todo e nio purificados da
parede, os resultados apresentados neste estudo sfo insuficientes para se determinar de qual
parte da célula o fragmento elicitor de gliceolina (B-glucana) é proveniente. Partindo-se do
principio da grande insolubilidade das glucanas da parede celular (Manners et al 1973) ¢
pouco provavel que estas tenham sido totalmente liberadas pelo processo mecénico utilizado
para a lise, imphcando na presenga de glucanas ndo dectatadas pelo método.
Surpreendentemente, a hteratura ¢ pobre em relagfo aos mecanismos moleculares da
biossintese de glucanas em fungos. Segundo Farkas (1979), praticamente nenhuma atividade
de sintese de glucanas fo1 encontrada no citoplasma. As propnedades fisico-quimicas das 8-
glucanas, como a sua msolubilidade e o alto grau de cnstalinidade, mndicam que a sua
sintese ocorre mais provavelmente "in situ", na parede celular ou na superficie exterior do

plasmalema.

Shematek & Calib (1980) estudaram as propriedades da enzima 8(1-3) glucana-
sintetase em leveduras, confirmando que a enzima estA ligada & membrana plasmatica. E

mais, mostrando que sua atividade pode ser reversivelmente modificada por uma série de
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condi¢Bes, dependendo do ciclo celular, sendo estimulada por ATP ou GTP. Hien & Fleet
(1983a) isolaram e caracterizaram seis (1-3) - 8-glucanases diferentes de lisados de paredes
celulares e extratos celulares de S. cerevisiae. Os autores confirmaram a observagio de
Shematek & Calib (1980) de que a atividade destas enzimas vana durante o crescimento
vegetativo, durante a conjugagio e durante a esporulago{ Hien & Fleet, 1983b). Por outro
lado, os carboidratos estdo presentes também em outras membranas celulares. Segundo
Barnett(1976), 5% de carboidratos sfo encontrados na constituigio da membrana
plasmatica e parecem ser remanescentes da parede celular, o que poderia mmplicar na
ocorréncia de 8- glucanas nesta regifio.

5.3 CRUZAMENTOS E OBTENCAO DE HIBRIDOS.

A linhagem ATCC-26698, por apresentar 0 maior teor de carboidratos totais
soluveis entre as linhagens testadas, foi selecionada para o cruzamento. Entretanto, o
resultado negativo de conjugac8o desta hnhagem com as outras duas, 665-1A mat a e
GRF-18 mat o, mostrou a sua incapacidade de cruzar com ambos os grupos de
compatibilidade. Este fato confirma a hip6tese da ATCC-26698 ser dipléide ou polipléide.
O cruzamento entre as linhagens 665.1A X GRF-18 proporcionou hibridos que
apresentaram teores de carboidratos superniores aos pais. Este resultado confinna nfo s6 a
questdio da vanabilidade existente no teor de carboidratos totais soluveis em diferentes
linhagens, mas, também, o fato da ocorréncia de linhagens com combinagBes genéticas
favoraveis a maior produgio de carboidratos. A discrepincia dos valores encontrados entre

tétrades de um mesmo asco poderia, possivelmente, ser atribuida a diferengas nas condigdes
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de cultivo, j4 que a constituigo do meio de cultura pode influenciar na formago da parede
celular. Entretanto, existem dois aspectos a serem considerados: 1) as condigdes de cultivo
foram nigorosamente controladas para que todas as linhagens tivessein o mesmo tratamento
e fossem utihizadas no mesmo periodo do ciclo celular; 2) a graduago de valores obtidos
caracteriza heranga quantitativa e, como tal, muitos genes podem estar envolvidos. O estudo
genético dos genes envolvidos nesta caracteristica deverd ser feito por etapas, 4 medida que
se identifiquem o8 tipos de agucares presentes no lisado, que se consigam mutantes
especificos e que se facam cruzamentos dialélicos para se indentificar combinagBes
epistaticas e outras interagOes que possam apresentar. Até a ultima edigio do mapa genético
de S. cerevisiae (Mortimer & Schild, 1985) nfio se tinha mapeado qualquer gene que
participasse da sintese de 8- glucanas. J4 foram mapeados os genes mnn) e mnng
relacionados 4s mananas (Ballou, 1975). O mapa genético ¢ baseado principalmente em
dados obtidos da analise de tétrades dos quatro (4) produtos meidticos (ascosporos) de
células dipléides individuais. Em adigo, alguns genes foram colocados no mapa através de
analise de aneuploidias ou por recombinagio mitética.

5-4 ATIVIDADE ELICITORA MEDIDA ATRAVES DE
BIOENSAIO

Apés lise celular, as amostras provenientes de linhagens da levedura S.
cerevisiae foram submetidas ao bioensaio em cotilédone de soja e mostraram possuir
atividade elicitora de fitoalexina. E sabido que a levedura S cerevisiae possui, em suas
paredes, um poderoso elicitor de ghiceolina (Hahn & Albersheim, 1978). Também j4 foi



83

constatado que este elicitor ¢ uma B-glucana com ligagBes 1-3 € 1-6 e, assim como o elicitor
1solado de Phytophthora megasperma (Ayers et alii, 1976), a atividade relativa de cada
frac8o que contém carboidratos ¢ grosseiramente proporcional 4 quantidade de glucanas
presente na fragio. E importante se ter em mente esta Gltima constatagiio quando se compara
os dados da tabela X, que mostra o resultado dos bioensaios medidos através do valor
A285nm, © a quantidade de carboidratos presente em cada amostra, exibida na tabela XI.
Comparando-se as duas tabelas, venifica-se que, em certos casos, nfo existe uma relago
direta entre a quantidade de carboidratos presente na frac8o e sua atividade elicitora. Nota-
se, por exemplo, que a linhagem vinte e um (21), que possui 60 Eq.em pg de glicose/ml a
mais do que a linhagem vinte (20), nfio respondeu tdo satisfatoriamente quanto esta. Por
outro lado, a linhagem nove (9), que apresenta nivel ainda menor (88 Eq. em pg de
glicose/ml), demonstrou possuir a melhor atividade elicitora dentre as linhagens. As
amostras quatro (4) e oito (8) apresentaram resultados proximos, sendo que a primeira
contém apenas 14 Eq. em pg de glicose/ml enquanto a outra possui 102. Pelo teste
estatistico, porém, apenas a linhagem quatro (4) nfo foi significativamente diferente do

controle.

Dois resultados mais significativos foram obtidos. Primeiro, todas as amostras
testadas (com excegdo da de numero quatro) acumularam quantidades detectaveis da
fitoalexina gliceolina, em cotilédones de soja; e segundo, 0 acumulo nfo foi diretamente
proporcional aos teores de carboidratos presentes nas amostras. Sendo as B- glucanas
responséveis pela frago elicitora da amostra, pode-se inferir que a proporgo de B-glucanas
presentes ¢ diferente em cada amostra. Quando se analisa a atividade elicitora relativa das
amostras, este fato, é comprovado quando, por exemplo, se compara as linhagens de
numeros 01to(8) e nove (9). Sabendo-se que a atividade relativa é inversamente proporcional
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a sua frag8o elicitora, pode-se inferir também que, embora a linhagem oito (8) seja bem
mais rica em carboidratos do que a nove (9), esta Gltima tem um poder de elicitag8o relativa
mais elevado do que aquela. Estas observagOes sfo coerentes com o fato de que diferentes
cepas de levedura podem diferir na proporgio relativa dos dois (2) componentes e que
também podem variar no grau de ramificagio, como demonstrado por Manners et al.(1973b)
e Manners at alii,( 1974).

5-5 CONSIDERACOES SOBRE A FRACAO LISADA LEV-I

A variedade de soja IAC-8 foi selecionada para o bioensaio por apresentar
resposta mais uniforme em relagic a outras, testadas por Guzzo (1989), que obteve em
ocasides diferentes, valores médios de 0,742, 0,912 e 1,022 para atividade elicitora medida a
Azgsnm, empregando a mesma fragio Lev-I e a mesma variedade de soja. Verifica-se, pois,
uma diferenca entre o menor e o maior valor, de 0,280nm. A autora obteve um valor médio,

J4 descontado do valor controle, de 0,657.

Hahn & Albersheim (1978), trabalhando com a variedade de soja "Harosoy 63" e
tendo como elicitor uma fragdo do extrato lisado comercical da levedura, obteve valores
meédios proximos de 0,682 ja descontados do valor do controle. Comparando-se os dados
obtidos por Guzzo(1989) com os apresentados neste estudo, observamos : a média do
expenimento foi de 0,684 que, descontado do valor obtido para o controle, fica igual a 0,429,
o valor 0,684 apresenta uma diferenga de 0,058 em relag8o ao primeiro valor de Guzzo
(1989), de 0,238 em relagio ao segundo valor e de 0,338 em relagfo ao terceiro valor,
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portanto, uma diferenga média de 0,211; o valor médio de 0,429 foi inferior aos
apresentados pelos autores citados, constatando-se uma diferenga de 0,253 em relagio aos
dados de Hahn & Albersheim (1978) e de 0,228 em relagio aos de Guzzo (1989). Este
ultimo valor nfio fica longe da diferenca média de 0,211, encontrada quando se comparou os

valores dos trés ensaios bioldgicos anterionmente citados.

Aparentemente, a magnitude dos desvios encontrados pode levar a acreditar que
os resultados sfo emraticos (principalmente os que se referem 4 média descontada do
controle). Porém, nfo deve ser esquecido que estas diferengas permitem que facilmente se
constate, nfo 56 a importincia da pureza das sementes empregadas (principalmente quanto
a fatores genéticos), mas, também, as alteragles de natureza fisica, como o clima durante a
semeadura, a conservago das sementes, as condigdes da safra, o poder de germinagfo, entre
outros, que possam afetar a sua qualidade e, ainda, as condigBes expenmentais de
laboratério (temperatura, luz , umidade etc). Levando-se em confa que no Brasil, estas
variagdes podem de fato ocorrer, nflo ¢ dificil de se imaginar tal situago. Por outro lado, nfio
existe na literatura qualquer trabalho que afirme, com seguranga, até que ponio esta
diferenca ¢ siginificativa ou nfio. O fato é que, nas condigBes em que foi realizada esta
pesquisa, o resultado mais esperado foi alcangado: o de elicitar a produgdo de fitoalexina na
soja, confirmando os dados de outros autores e mosirando, mais uma vez, que nossos dados
sfo consistentes com a pressuposi¢do de que uma planta hospedeira pode reconhecer uma 8-
glucana produzida por um microrganismo, independente de este ser ou nfio patogeno e, como
resultado, iniciar a produglio de fitoalexinas. Esta descoberta ja foi observada em varios
sisternas patégeno-hospedeiro. Ayers et al (1974) demonstraram que B- glucanas de
Phytophthora megasperma var. sojae podem iniciar a sintese de fitoalexinas em tecidos do
hospedeiro deste fungo, a soja. Anderson-Prouty & Albersheim (1975) demonstraram a



existéncia de um elicitor em Colletotrichum lindemuthianum extremamente ativo na indugio
da sintese de fitoalexina. Lisker & Kuc (1977) encontraram muitos fungos, incluindo vanas
espécies de Phytophthora, contendo glucanas que acumulavam fitoalexina em batatas. Cline
et alii (1978) demonstraram o actimulo de rhisitina em batatas e de compostos fungistaticos
em feijio, apés exposigo a B- glucanas contidas nos micélios de P. megasperma, em
células da levedura S, cerevisiae e nas paredes celulares de C. lindemuthicyum. Guzzo et
alii (1987) e Guzzo (1989) mostraram a existéncia de um indutor extracelular proveniente de
urediniosporos autoclavados do patogeno do café, Hemileia vastatrix. Mais recentemente,
Guzzo et alii (1991) mostraram a protegio sistémica de plantas de café com
exopolissacarideos derivados de Xantomonas campestris.

5.6 PERSPECTIVAS DE UTILIZACAO DA LEVEDURA .
cerevisine NO CONTROLE ALTERNATIVO DE DOENCAS.

Roveratti (1989) testou a levedura S. cerevisiae em plantas de café e verificou
que suspensio de células da levedura, ao depositar-se sobre as folhas, impede a aderéncia
necessaria dos urediniosporos, para que eles possam germinar e infectar as folhas exercendo,
assim, um tipo de controle biologico. Silva, (citado por Moraes, 1992), demonstrou que a
antracnose do milho pode ser controlada em experimentos de casa de vegetaglo pela
inoculago prévia das folhas com uma suspenso ou filtrado de células de S. cerevisiae.
Segundo Moraes (1992), o emprego do fermento biol6gico comercial Fleishmann foi testado
como meio de controle da ferrugem do café no campo, por um ano agricola. Apesar dos
resultados nfio terem sido muito animadores, foi observado, no periodo de rebrota, que as
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plantas tratadas com o fermento se apresentavam mais vigorosas e mais enfolhadas. Em
muitos paises ji4 existem projetos sendo executados a nivel de campo, em culturas
comerciais. No Brasil esta experiéncia ainda ¢ muito restrita e apenas insipiente. Moraes
(1992) cita fatores que podem interferir no éxito do tratamento a nivel de campo: condigBes
ambientais, niveis iniciais do potencial do inéculo, variedade do hospedeiro, tipo de indutor
utilizado, concentragio do indutor, intervalo entre as aplicagdes, entre outros. Muitos
problemas ainda precisam ser superados para que se torne vidvel o uso de métodos
alternativos de controle. Dentre eles pode-se citar a falta de uma pesquisa orientada para
produglio de indutores mais eficientes e com menor custo. A induglo de proteglo, assim
como o controle biolégico, estio enquadrados sob a denominaglo genérica de controle
altemativo e ndo fazem uso de defensivos agricolas. Para que estes métodos sejam
empregados no campo, muitos problemas devem ser contornados. Estudos, como o aqui
apresentado, sfo necessarios para o esclarecimento de alguns aspectos basicos dos
mecanismos de reconhecimento € de resposta das plantas, assim como dos aspectos

genéticos envolvidos no processo.

Nenhum outro grupo de organismo tem sido mais intimamente associado com o
progresso do bem - estar da raga humana do que as leveduras. A sua contribuigdo se faz
sentir na capacidade de determinadas linhagens converterem eficientemente agucar em
dlcool e didxido de carbono e conduzirem uma fermentag8o alcoolica de liquidos
agucarados. Frequentemente se diz que as leveduras sfo as mais antigas plantas cultivadas.
A maioria dos estudos genéticos e bioquimicos s8o feitos utilizando-se S. cerevisiae, por ser
um organismo de facil manejo em laboratério, tendo a vantagem de nfo ser patogénico. As
perspectivas de utilizag8o deste microrganismo na indugfio de protegdo em plantas,
representa um amplo campo de trabalho e abre outros tantos na 4rea da biologia molecular.



6-CONCLUSOES

Os resultados obtdos, neste trabalho, permitiam chegar as seguintes

conclusBes:

1- O agucar presente na frag8o "lavado” é residuo do meio de cultura e
ndo proveniente do metabolismo celular. A levedura S cerevisiae nio produz
polissacarideos extracelulares em quantidades detectaveis pelo método utilizado.

2- Existe variabilidade genética no conteido de carboidratos totais

soluveis em diferentes linhagens de S. cerevisiae.

3- Linhagens nfo comerciais de S. cerevisiae sfo capazes de

estimular a produg8o de fitoalexinas em cotilédones de so0ja.
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4- O cruzamento entre linhagens compativeis pode resultar em
hibridos que apresentemn combinagdes genéticas favordveis a um bom elicitor de fitoalexina,
como o alto teor de carboidratos ligados em configuragiio B.

5- O teor de carboidratos totais soliveis mostrou ser um marcador
genético importante para a seleglo de linhagens de S. cerevisiae destinadas & induglio de

fitoalexinas.

6- O teor de "carboidratos totais sohiveis" em S. cerevisiae mostrou
ser determinado por fatores genéticos quantitativos, nfo se estabelecendo, entretanto, o

nimero de genes envolvidos.

7- A fragio lisada da levedura S. cerevisiae possui atividade elicitora
inespecifica, sendo capaz de desencadear a formagfo de fitoalexinas em uma planta nio-

hospedeira, como a soja.

8- A fragfio lisada das lhinhagens testadas em bioensaio possuem
teores vari4veis de B-glucanas, como foi demonstrado pelas atividades elicitoras relativas das

amostras.
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