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RESUMO

Marcadores geneticos foram obtidos na linhagem
MT, wutilizando-se & luz W como mutagénico. Os mutantes
foram isolados pelos metodos de isolamento total e enrigue-—
cimento por filtracgso. Foram obtidos mutantes simples,
duplos e triplos. Tambem foram obtidos segregantes, pelo
mecanismo parassexual, envolvendo mutantes da linhagem MT e
E6. Os recombinantes foram analisados por auxonografia,
alguns deles aguilatados gquanto & estabilidade & grau de
ploidia com a avaliagdo do crescimentoc em melo contendo
Benlate (Benomil), determinagdo da guantidade de DNA e
analise citoldgica dos conidios. Embora um possivel dipldoi-
de tenha setorizado (onde um  setor combinava marcas de
ambos parentais) ndo foi confirmada sua diploidia. Prova-
velmente estariamos diante de um dipldide asltamente insta-
vel em gque tenha sido analisado um recombinante prototréfi-
co do mesmo. A eletroforese de esterases das linhagens
selvagens, mutantes e recombinantes do heteroccario E&.7 +
MT12Z mostrou uma grande homologila entre as linhagens MT e

E&. Os recombinantes ndo apresentaram diploidia.
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SUMMARY
Genetic markers were obtained in the MT strain,
using U.V. light as mutagenic. The mutants were isolated

with the methods of total isolation by the Ffiltration

enrichment technigue. It was obtained simple, double and
triple mutants. It was obtained segregants as well, from
the parasexual mecanism, envolving mutants from the MT
gstrain and MT and E& strains. The recombinants were

analysed by auxonography, some of them evaluated for the
stability and ploidy levels with evaluation of growth in
Benlate (Benomyl) medium, determination of DNA guantity and
citological analysis of the conidia. Although a possible
diploid was setorized (where a setor combinated markers
from both parents), 1its diploid condition was not
confirmed. Probably we might have a highly unstable diploid
strain, in wich have been analysed a prototrophic recom-—
bimnant from the same strain. The sterase electrophoreses
from wild, mutant and recombinant strains from the
heterockaryons E&6.7 + MT12 showed a wide homology between
the MT and E6 strains. The recombinants did not presented a

diploid state.



1. INTRODUCHOD

G fungo entomopsatogénico Metarhizium
anisopliase possul uma grande importancia para o controle
bioldégico de pragas. Assim CoOmo ocCcorre com  outros
organismos com aplicagdes agricolas, a eficiéncia na
utilizac3o do fungo em guestdo esta ligada aoc pleno
conhecimentoc da biologia do mesmo, principalmente no gue

concerne aos seus aspectos geneticos.

Os estudos genéticos do Metarhizium aniso-
pliap s3o de grande 1mportancia, a medida em gue dao
condicles para a realizagdo de programas de melhoramento
da espécie, visando a obtencdo de linhagens cada vez mais
eficazes no controle de pragas em locais com

caracteristicas distintas.

Diversos isoclados tem sido obtidos nas
diferentes regidies do Brasil, e alguns destacam—se pela
malior producdoc de esporos, malor virul®ncia e maior
resisténcia & luz wultravicleta. A existéncia de uma

grande varilabilidade natural nessa especie, denota a



relevancia em se estudar cada uma dessas linhagens.

Em vista dos fatores supracitados, teve-se
como objetivo principal neste trabalho o estudo genetico da
linhagem designada MT, de M. anisopliae , bem como o estudo

de parassexualidade e parameiose nessa especie.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Metarhizium anisopliae: classificacdo e

descrigdo

0 fungo Metarhizium anisopliae & um Deute-—
romiceto pertencente & ordem Moniliales, familia Monilia-—
ceae. Fol descrito pela primeira vez, por Metschnikoff, na
Russia, em 1879, parasitando larvas de Anisopliae austria-
ca, sendo entdo classificado como Entomophthora anisopliae.
Apts uma série de proposigbes de diversos singnimos, foi
classificado como Metarhizium anisopliae em 1883 por Soro-

kin.

TULLOCH (1976) em uma revisdo sobre a taxo-
nomia do género Metarhizium, considerou como aceitavel a
existéncia de somente duas espécies: Metarhizium anisopliae
e Metarhizium flavoviride, onde a primeira apresenta duas
variedades, a wvar. anisopliae e a var. major. A var.

anisopliaes apresentando—se com conidios de 3,5 a 9,0 um de



4
comprimento (usualmente 5,0 a 8,0 um) & a var. major com
conidios de 9,0 a 18,0 um de comprimento (usualmente de 10

a 14 pm).

Segundc ROMBACH et alii (1987), TULLOCH
(1976&) usou somente a forma, o tamanho e a cor dos conidios
para delimitar as espécies e variedades de Metarhizium;
dando uma particular énfase & variabilidade da cor dos
conidios quando posicionou outras duas espeécies, M. album e
M. brunneum comg sinonimos de M. anisopliae. Para esses
autores, as cores do micéelio e conidios em espécies de
Metarhizium possuem somente um valor taxondmico secundario,
além do gque o tamanho dos conidios deve ser mals importante

para separar variedades do gue especies.

Ainda segundo esses autores, caracteristicas
gue possuem valores taxondmicos primarios, sendo ent3o
importantes para a separagdoc de fungos a nivel de especies
sdo: a forma das celulas conididgenas gue podem ser ovails
ou em forma de clavaj; a cadeia de conidios , gue pode estar
aderida lateralmente em colunas prismaticas (ou, eventual-
mente, em placas sdlidas) ou permanecer relativamente
separada; e a zona subhimenial dos corpos hifais inflados,
que pode estar ausente ou presente. Em vista disso, contra—

riamente ao propostoc por TULLOCH (1976), posicionaram o
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Metarhizium album como uma espécilie distinta dentro do
género Metarhizium, colocando por sua vez, M. album como um

sinédnimo de M. brunneum.

RIBA et alii (1990), em um estudo filogené-
tico, utilizando zimogramas € a analise de segufncias 28s-
rRNA, analisaram 20 linhagens de Metarhizium, iscolados de 8
areas diferentes e de 13 especies de insetos, confirmando a
separagdo do género Metarhizium em duas especies. No entan-—
to, ROMBACH et alii (1987) citaram que em estudos eletrofo-
réticos de sistema isoenzimdticos em muitas linhagens de
todos os taxa reconhecidos de Metarhizium (MAY,B. & RO-
BERTS,D.W., n3%o publicado, citados por ROMBACH et alii,
1987) suportaram a validade de todos os taxa aceitos por

eles.

A possibilidade de gque a var. major seja um
dipldide mnatural foi aventada por TINLINE & NOVIELLO (1971)
e corroborada por SAMUELS et alii (1989). Segundo estes
autores, o aumento na resist®ncia & luz ultravioleta e o
fracasso em se isolar mutantes auxotdficos,juntamente com a
medida de esporos e volume nuclear, proporcionam evidéncias
para a natureza dipldide estavel dos iscolados da var.

MAJOr .
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0 fungo Metarhizium aniscopliae apresenta-se

geralmente com conidios uninucleados (TINLINE ,1971), com
pequena proporcido de binucleados (LUNA, 1985) ou mesmo
multinucleados em algumas linhagens (LUNA,1985). Durante a
germinagdo os nucleos se dividem © um migra para o tubo
germinativo enqgquanto o ocutro permanece no conidio (VE-
EN, 1967 ZACHARUK, 1970). Em conidios multinucleados,
ocorrem mitoses sucessivas a partir de um nucleo, antes de
migrarem para os tubos germinativos, sendo que, nestes
casos, também podem ocorrer conidios septados com emissdo
de dois tubos germinativos (LUNA,19835). As hifas sdo fre—
gquentemente uninucleadas em seus segmentos hifais, podendo
ocorrer também dois ou mais nuclecs, ou mesmo segmentos
multinucleados em pontas de hifas (LUNA,1983). A occorréncia
de anastomoses entre hifas bem como entre conidips parece
ser comum, o gque facilita a obtenc3o de heterocciarios (TIN-

LINE & NOVIELLO,1971).

Esse fungo apresenta crescimento dtimo em
temperaturas entre 25°C e 30°C, onde temperaturas acima de
30°C prejudicam o© desenvolvimento enguanto que abaixo de
7°C ndo ocorre crescimento (VILACORTA, 1978). Segundo ALVES
& NOGUEIRA(1984), em temperaturas abaixo de 16°C e acima de
36°C a germinacgdo dos conidios & nula, havendo perda de

viabilidade apds exposicio & 40°C por 24 horas. J& FERRON
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(1978) considera que a temperatura dtima para o desenvolvi-
mento e esporulagido estd entre 27°C e 28°C, onde & tempera-—
turas inferiores h&a um retardo no desenvolvimento,aumento

ma formagdo do micélio e reducdo na formagdo de conidios.

Ele & tolerante a uma faixa de pH de 2,0 a
8,5, sendo que 6,9 &€ a melhor condicdo para o crescimento e

esporulacdo (VEEN,1968).

M. anisopliae, em relacdo & fonte nutritiva,
& pouco exigente,com seu desenvolvimento em diversos meios
de cultura, com a utilizagdo como fonte de carbono do
amido, glicose, glicerina, levulose, maltose, sacarose e
quitima (HUBER, 1958; LIHNELL, 1944), O meio minimo e O
meio completo para Aspergillus nidulans de FPONTECORVO
(1953), ou de PONTECORVO (1953), modificados por AZEVEDD &
COSTA (1973) constituem excelentes meios de cultura para
Metarhizium anisopliae, tendo sido empregados por diversos
autores (MESSIAS & AZEVEDO, 1980; SILVEIRA & AZEVEDO, 1984;

BAGAGLI et alii, 1991).

Pentre o0s diversos agentes causadores de
micose em insetos, o fungo Metarhizium anlisopliase assume um
importante papel (BURGES,1981). Tendo sido usado desde 1880

procurando—se controlar uma variedade de insetos pragas



(MULLER-KOGLER, 1963; VEEN,

1978), como

{SAMUELS et aliz, 1989);

folhas de plantas cultivadas

tispa Ilongissima,
Perkinsiella saccharicida,
pragas em cana-de—-acucar
alii,1990);
tidae),
{SAJAP & KAUR,1990);

como tsetse (KAAYA et alii,

No Brasil, este

controle biocldgico

narva posticata e Mahanarva

das pastagens, Deois

1979). Também tem sido

outros insetos pragas como

alii, 1984);

Ceratitis capitata (GARCIA et

(STIMAC et alii, 1987); Atta

FLEIG et alii, 1988); Oebalus

1987); bem como em insetos de

nius prolixus (SILVA & MESSIAS,

xus (MARINHO et alii, 1987).

Nilaparvata lugens,
Liriomyza spp.
{BORDAT et alii,
praga das palmaceas (LIU et alil,
Aeneolamia
(RICC & VICTORIA,

Coptotermes curvignathus (lsoptera:

1991),

da cigarrinha da cana-de—agucar,

fimbriolata (ALVES,

verificado

Diatraea saccharalis (ALVES

Hypothenemus hampel

8

1968 apud AL-AIDROOS & ROBERTS,

importante praga do arroz

mosca minadora de
1988); Bron-
1989)
varia saccharina,
1988; ALLARD et

Rhinotermi—

uma praga de muitas arvores incluindo as frutiferas

Glossina morsitans morsitans conhecido

dentre ocutros.

fungo vem sendo utilizado no
Maha—

1986), e

flavopicta e Zulia entreriana (VEIGA,

sua patogenicidade em

et

(LECUONA et alii, 1986}

aliz, 1989); Solenopsis spp

sexdens piriventris (DIEHL-
poecillus (MARTINS et alirl,
interesse medico como Rhod-

1983) e Pantrongylus proli-
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Além do interesse no controle de pragas, o
fungo M. anisopliae tambem vem despertando interesse com
relagdoc & producd3c de substd3ncias farmacoldgicas como
antibidticos e imunomoduladores (ITO-KAGAWA et alii, 1984;

HINO et alii, 1985; KINO et alii, 1985).

Embora cada fungo e cada inseto hospedeiro
possam apresentar caracteristicas proprias na instalagdo e
desenvolvimento da micose, geralmente tudo comega com O
esporo do fungo entrando em contato com a cuticula do
inseto. Encontrando ai condicbes favoravels esse esporo
germina e emite uma estrutura, o apressario gue forca a
cuticula e nela penetra. Sdo ent3o produzidas hifas no
interior do hospedeiro que, vencendo as barreiras naturais
do mesmo tomam conta do corpo inteiro. Nesse processo estac
envolvidas enzimas e toxinas produzidas pelo fungo cuja
funcdo & facilitar a penetrac3o das hifas, causando desi-
dratacso e degeneracgdo progressiva dos tecidos. H&  final-
mente a morte do hospedeiro que fica duro, com aspecto
mumificado e pode ficar coberto de esporos que se formam a
partir das hifas que emergem do inseto atacado (AZEVEDO &

MESSIAS, 1985).

SAJARP & KAUR (1990, em um trabalho de

histopatologia do Metarhizium anisopliae no termite Copto-
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termes curvignathus mostraram a ontogenia do fungo. Decor-—
ridas 24 horas do contato dos conidios com a cuticula,
houve & germinacgdo dos mesmos. 0 tubo germinativo penetrou
na cuticula & em seguida a hifa invadiu os tecidos. Os
termites infectados morreram entre 36 e 48 horas apds a
inoculacgdo. A completa colonizagdo do termite, contudo, n3o
foi histoldgicamente evidente até 72 horas apds a inocu-
lagaoc. Neste estagio, todas as partes dos orgdos internos
do inseto foram infectados. O micélio comegou a emergir da
cuticula a partir da 100 hora e, massas compactadas de
conididgforos produzindo conidios foram formados 120 horas

apds & inoculacgdo.

A respeito da especificidade do fungo Metar-—
hizium aos insetos, € valido citar que, segundo 5T. LEGER
et alii (1991), a topografia da superficie onde os esSporos
entram em contato, influencia a formagido do apressoéorio. Em
cuticulas de Manduca a germinagdo dos esporos oocorreu
similarmente em superficies irregulares e superficies
lisas, contudo, a formagdo do apresséarico foi favorecida por
superficies lisas. Em decorréncia do fato de gue a producdo
de apressdorio seja sensivel aos detalhes da superficie do
inseto, cuticulas de insetos n3do hospedeiros poderiam
possuir uma topografia gue preveniria a formagldo apresso-

rial ou causaria a sua formagldoc em um lugar errado, entdo
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providenciando uma barreira a infecgo.

2.2. Metarhizium anisopliae: variabilidade e genética

Mutaclbes génicas e mutacles estruturais e
numericas s30 as responsavels pela variabilidade entre e
dentro das espécies. A mutacgdo tem ent3o que ser levada em
considerag3o como o principal fator de variabilidade (AZE-

VEDG, 1976).

Segundo AZEVEDO & MESSIAS (1985), diversas
caracteristicas pesquisadas em Metarhizium anisopliae tais
como o tempo de germinacdoc, o crescimento linear em dife-—
rentes meios de cultivo, a quantidade de esporos produzi-
dos, o tamanho desses esporos, a influfncia de fatores do

ambiente no crescimento e na producdo de esporos (tempera-

tura, diferentes intensidades de luz e comprimento de
onda), a producdo de enzimas exugenas (amilases, lipases,
guitinases, etc.) a resisténcia & agentes fisicos e guimi-

cos tais como radiac3do ultra-violeta, radiagdes ionizantes,
fungicidas e outros inibidores, a viruléncia frente a
diferentes hospedeiros, a variabilidade eletroforética nos
isolados, etc., indicaram uma grande variabillidade natural

j& existente na especie.
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LUNA (1983) em um detalhado estudo citologi-

co e morfoldgico de linhagens selvagens, mutantes e diploi-
des de M. anisopliae, observou uma ampla variabilidade
geneética entre estas linhagens. Detectando ainda duas
linhagens (A4 e M3) bastante divergentes das demais, tendo
sido sugerido como uma nova variliedade ou mMEsSMO uma  nova
espécie do género Metarhizium. Atraves de analises citold-
gicas, a autora propos a existéncia de & grupos de ligac3o,

podendo este numero variar nas diferentes linhagens.

Em todo o estudo com fungos deve-se levar em
conta a mutaco; principalmente em estudos de Genética de
Fungos a mutacso € o fator essencial sem o gqual gualguer
trabalho de pesguisa com fungos fica dificil de ser reali-
zado. €& devido a isso que os fungos mais bem estudados
geneticamente apresentam um enorme numeroc de mutantes
obtidos espontaneamente ou induzidos por agentes mutagé-

nicos (AZEVEDD ,19763.

Em Metarhizium anisopliae, diversos mutantes
foram obtidos , seja com © uso de mutagénicos ( AL-AIDROOS
v& SEIFERT, 1980; SILVEIRA & AZEVEDO, 1984; ROBERTS & MES-—
SING-AL-AIDROCS, 1985; HEALE et 2l11i,1989; BAGAGLI et alii,
1991), seja naturalmente, com o isolamento de mutantes

espontaneos (AL~-AIDROOS & ROBERTS, 1978).
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AL-AIDROOS & ROBERTS (1978) isolaram mutan—

tes esponta3neos mailis virulentos & larvas de mosquitos do
gque a linhagem selvagem de M. anisopliae . 0s autores
consideraram esses mutantes como sendo hipervirulentos.
Ainda esses autores, consideraram que a hiperviruléncias
estava associada com & germinagdo precoce, esporulagldo

precoce e densa e aumento da producdo de dextruxina.

AL-AIDRODS & SEIFERT (1980} descreveram
mutantes deficientes para a degradacdo de amido eficientes
em penetrar larvas de mosquito, germinar e esporular mais
rapidamente e produzir mails toxinas que a linhagem selva-—

gem, tambem sendo caracterizados como hipervirulentos.

SILVEIRA & AZEVEDO (1984) desenvolveram uma
técnica de filtracado para a obtenc3o de mutantes auxotd-—
ficos do fungo M. anisopliae com um incremento de 23 até 61
vezes no numero de mutantes em relagdo a0 processo de

isolamento total.

Foram isoclados em M. anisopliae mutantes
morfologicos e auxotroficos com o objetivo de serem empre-
gados como marcadores genéticos para estudos de heteroca-—
riose (TINLINE & NOVIELLO, 1971), parassexualidade (AL~

AIDROOS, 1980; MESSIAS & AZEVEDO, 198B0) e parameiose (BAGA-
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GLI ot ali1,1991).

Os estudos genéeticos em M. anisopliae real-
mente sd tiveram inicio com a detecgdo de heterocariose por
TINLINE & NOVIELLO (1971), que obtiveram heterocarios

através do emprego de mutantes auxotrdficos.

Segundo AZEVEDO (1976), a heteroccariose &€ o
passoc inicial para o ciclo parassexual gue sd pode ter

inicio atraves da mesma.

Sendo um deuteromiceto e, portantoc ndo pos-—
suindoc ciclo sexusl, o M. anisopliae teve na parassexuali-
dade uma alternativa ao sexo, ampliando-se dessa faorma a

possibilidade de ser estudado geneticamente.

0 ciclo parassexual foi descoberto pela
primeira vez em fungos por PONTECORVO & ROPER em 1932 e,
segundo AZEVEDQ (1976), consiste (em resumo) na fusdo de
nucleos hapldides de gendtipos diferentes em um heteroca-
rio, dando assim um nucleo dipldide. Este, por divis8es
mitdticas vai produzindo novos nucleos dipldides. Por sua
vez, esses dipldides podem sofrer permuta mitdtica resul-
tando recombinantes que se diferenciam do dipldide origi-

nal. Tambeém por ndo-disjuncdo mitodtica, 0o diploide pode



13
passar por diversas fases de aneuplodia e originar haploi-

des

0 ciclo parassexual foi, pela primeira vez,
descritoc em M. anisopliae por MESSIAS & ARZEVEDO (1980),
esses autores utilizaram marcadores morfoldgicos (coloracdo
dos conidios) e auxotrdficos para o assinalamento do ciclo
em guestdo com & obtencidoc de heterocario, dipldides e
recombinantes, tendo sido confirmado guase que

simul taneamente por AL-AIDRO0CS em 1980.

MESSIAS & AZEVEDO (1980), por isoclarem majo-
ritariamente setores hapléides do tipo parental, inferiram

a existéncia de pelo menos 4 grupos de ligacdo nesse fungo.

BERGERON & AL-AIDROOS (1982) propuseram, via
estudo parassexual, a existfncia de S grupos de ligacao
para M. anisopliae, relacionando as marcas morfoloégicas ylo
e tan a0 grupo de ligagso 1 (g.1l.1); a auxotréfica lisina
(lysl) ao g.l.2; a resisténcia & acriflavina (ACR2) e a

auxotrofica metionina (metl) ao g.l.3; a morfoldédgica brn e

a auxotrofica adenina f(adel) ao g.l1.4 e a resisténcla &

acriflavina (ACRS) aoc g.l.95.

MAGOON & AL-AIDROOS (1986) descreveram um
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mapa de ligacgdo do M. anisopliae onde duas novas mutacdes
(lem e ade?2) foram localizadas & a ligag3o entre as marcas
préviamente estudadas por BERGERON & AL-AIDROGS (1982)
foram confirmadas. Esses autores tambeéem apresentaram duas
possivels vias metabdlicas para a formacdo da pigmentago

selvagem verde nos esporos de M. anisopliae.

Qutro processo de recombinagdo existente em
M. anisopliae ¢ a parameiose. Este termo foi proposto por
BONATELLI et aiizi (1983) para designar o tipo de instabili-
dade gue os nucleos dipldides apresentavam no fungo Asper-
gillus niger, com uma alta taxa de recombinagdo ocorrendo

nos heterocarios.

0 processo parameidtico e uma variagdo do
ciclo parassexual. Presumivelmente, em algumas espeécies de
fungos, os dipldides formados em heterocdrios s3o extrema-
mente instaveis e, assim, sofrem haploidizagdo e/ou permuta
mitdtica na prépria hifa heterocaridtica. Resultam assim,
nucleos recombinantes, que s3do incorporados &aos conadios

produzidos pelo heterocarioc (AZEVEDO, 1989).

SILVEIRA & AZEVEDO (1987) detectaram a ocor-
réncia desse processc em M. anisopliae guando, atraves de

cruzamentos inter e intra-linhagens, via fusdo de proto-



17
plastos, observaram a existéncia de produtos recombinantes
com as caracteristicas das duas linhagens parentals sem gue

houvesse um dipldide intermediario.

BERGERON & MESSING-AL-AIDROOS (1982) ja
haviam mostrado a possibilidade de hapldides recombinantes
serem obtidos diretamente de heterocarios, bem como a

elevada instabilidade dos dipldides.

A ocorréncia da parameiose em M. anisopliae
foi estudada em maior profundidade por BAGAGLI et alil
(1991) que, com a detecc3o de recombinantes hapldides no
heterocario em alta fregugncia, além das evidéncias de

permuta mitética, consideraram a factualidade da mesma.

As possibilidades do melhoramento geneético
de fungos entomopatogénicos fica, assim, bastante ampliada
com & existéncia da parameiose. Nesses casos, a simples
construgdo de um heterocario e selecdo em meio apropriado,
de conidios recombinantes, permite a obtenc3o de linhagens
gue combinam caracteristicas nucleares e citoplasmaticas
dos pails envolvidos. Como recombinantes prototrédficos s3o
abtidos, os recombinantes podem aliar caracteristicas
favoraveis dos pais para o controle biocldgico, sem possuir

marcadores auxotrdédficos e de coloragdes distintas da linha-
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gem selvagem gue, em geral, s3¥o deletérias para o cresci-
mento e eficifncia no atague aos insetos—-pragas (AZEVEDG,

1989) .

Qutra forma de recombinagdo em M. anisopliae
& a fusdo de protoplastos. Esta metodologia veio dar a
instrumentalizacgido necessaria para o geneticista transpor
as barreiras de incompatibilidade, a nivel de parede,
entre linhagens distintas dessa especie no que concerne &
obteng3o de heterocarios e, por conseguinte, de recombinan-

tes.

A metodologia de fusdo de protoplastos em M.
anisopliae foi definida por SILVEIRA & AZEVEDO (1987). Os
protoplastos foram obtidos apts tratamento com enzimas
liticas usando KC1 como estabilizador osmético. A fregquén-
cia de regeneragan variou de 1,2 a 3,04 e a frequéncia de

fusdo variou de 0,9 a 44,1 em 10® protoplastos.

FRIGO (1983), wutilizando wuma variag3o da
técnica empregada pelos autores supracitados, a tecnica do
"doador morto”, onde uma das linhagens utilizadas (MT) era
morta por luz ultravioleta, evitando-se dessa forma o passo
relacionado & obtencdo de marcadores geneticos nessa linha-

gem, obteve uma fregufncia de fusso de 41,0 em 10® proto-
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plastos, valor esse semelhante ao obtido por SILVEIRA &

AZEVEDO (1987).

VEGA (1992), demonstrou gue a capacidade de
regenerac3o dos protoplastos de conidios € bem maior gue a

dos protoplastos oriundos de micéelio.

0 melhoramentoc geneéetico fica dessa forma
amplificado com a possibilidade de cruzamentos até mesmo

inter—-especaificos.

Alem das técnicas convencionals de melhora-
mento genetico do fungo via ciclo parassexual e parameiose
e de processcos biotecnoldgicos como a fusdo de protoplas-—-
tos, & tecnologia do DNA recombinante, com o emprego de
técnicas moleculares mais avancadas, veio ampliar ainda
mais a possibilidade de se conseguir linhagens cada vez

mais aptas ao controle biologico de pragas.

Em vista disso, L.BERNIER et alzii (1989),
transformaram o M. anisgpliae para a resisténcia ao fungi-
cida benomil usando o cosmidio pSVYS0 com o gene da B-tubu-~—
lina clonado de um mutante resistente ao benomil de Neuros-
pora crassa. 0s transformantes retiveram a capacidade de

infectar e matar larvas de Manduca sexta. Dois transforman-
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tes foram menos virulentos do que o tipo selvagem e um
deles mostrou uma menor germinagdo dos esporos In vitro. A
resist@ncia ao benomil persistiu nos reisclados dos insetos

mortos.

GOETTEL et alii (1990), transformaram o M.
anispopliae para a resisténcia ao mesmo fungicida usando ©
plasmidioc pBENA3 gue continha o alelo benAd de Aspergillus
nidulans. Us transformantes tambem foram patogénicos &
Manduca sexta. Esses autores ainda ressaltam o fato desses
estudos demonstrarem o potencial do uso de linhagens trans-—
génicas de fungos entomopatogénicos em conjunto com outros
componentes do controle de pestes como os fungicidas. Dessa
forma, as linhagens transgénicas poderiam ser usadas para o
controle de pestes ao mesmo  tempoc em qgque fungicidas s3o

aplicados para controlar fungos patdgenos de plantas.
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3. MATERIAL E M£TODOS

3.1. Linhagens de M.anisopliae var
anisopliae utilizadas

Linhagem FendtiposX Observagles
MT selvagem 1
E6.2 viao ade” met™ 2
E6.7 vio met~ bioc~— 3
E7Z.20 vioc leu” ade~ 2

#1- Linhagem selvagem procedente do Estado do Mato Grosso

do Sul.
#2—- Mutante obtido por BAGAGLI (1987).

#3—- Mutante obtido por SILVEIRA (1983).

X — ade, bio, leu, met, designam respectivamente requisitos




nutricionais para adenina, bioctina, leucina e metionina.
- ylp e vip designam coloracdo amarela e violeta, em

contraste a coloragdo verde selvagem.

As linhagens MT, E&6.2 e EP.20 wutilizadas foram as do
estoque do Setor de Geneética de Microrganismos do Departa-
mento de Genética da ESALAR/USP.

A linbhagem E&.7 foi cedida por Eduardo Basgagli do Depar—

tamento de Microbiologia e Imunologia da UNESP,.

3.2. Meios de Cultura e Soluctes

3.2.1. Meio minimo (MM) (PONTECORVO et alii.,1933).

NaNGO3 t it eeencenwss G rw e e aa .6,0g
KH2PO4...... e e e e O i o = |
S T fr s e s reea s 0, Sg
MgS04.7H20......... e e 0, 3g
FeSO4........ s e e s e e e e 0,001g
4 = 0,001g
GlicOSBe it eareasvnnnsnnes cr e 10,0g
@gar .............................. 15,09
ﬁgua destilada.e e e s cicenenenens 1 litro

pH ajustado para 6,8 com NaQH 4%
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3.2.2. Meio completo sdlido (MC)Y (PONTECDORVO, 1933,

modificado por AZEVEDO & COSTA, 1973)

Fol adicionado a0 meio minimo:s

Extrato de levedura..... s s e s e 2,09
Peptona....c..« . e m e e e 2,09
Caseina hidrolisada@...ccescesseennss I s Tu |
Solucgdo de VitamingS. cve s e e sseansennas 1,0ml

pH ajustado para 6,8 com NaOH 4%

3.2.3. Meio minimo ligquido (PONTECORVO et al.,1953)

Preparado segundo o i1tem 3.2.1., n3o sendo

adicionado agar.

3.2.4. Meio completo liguido

Preparado segundo o item 3.2.2., ndo sendo

adicionado o agar.

3.2.5. Meio minimo mais 2% de meio completo & meio

minimo mais 4% de meio completo.

Em tubos de ensaio, foram adicionados 2,3 ml

de meioc minimo ligquido mais 24 de meio completo liguido e
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meio minimo mais 4% de meio completo liguido, respectiva-
mente. Estes tubos foram autoclavados e conservados em

refrigerador.

3.2.6. Meio Minimo ligquido para crescimento de

miceélico

Ac melic minimo preparado segundo o item 3.2.3.,

foram adicionados requisitos para cada marca auxotrofica .

3.2.7. Solug3do de vitaminas

Acido NicOtiniCO. e v reneenens .100,0mg
Acido p—aminobenzoicO. .. .- ««.«x.10,0mg
Biotina........ s w s e ea s rE e 0,2mg
PiridOoXiNa.«cuvaseesres et et e e 30,0mg
Riboflaving.eus s s s s nensonsssnnes .-.100,0mg
T laMAIMG . c v s s s s anversennnssssnssanssns 30,0mg
Agua destilada esterilizada....... 106,0m1l

A solugdo foili aguecida em banho—-maria a 98°C
por 13 minutos e guardada em frasco escuro, no refrigera-—

dor a 4°C.
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3.2.8. Suplementos adicionados aoc meio

minimo

Estogques de suplementos foram preparados,
adicionando-se cada um deles em frascos contendo agusa
destilada esterilizada. Estes foram aquecidos em banho-
maria (98°C) por 15 minutos e conservados em refrigerador a
4°C ( os estogues de vitaminas foram conservados em frascos

esSCUros) .
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SUPLLEMENTO SOLUCAD QUANTIDADE CONCENTRAGAO

ESTOQUE ADICIONADA FINAL NO

MEIO

(guantidades POR PLACA DE CULTURA

adicionadas a (19,9 ml

10ml de agua de meio de

destilada e cultura)

esterilizada )
Adenina 30,0mg O,1ml 25ug/ml
Metionina 100,0mg O,1iml 30pg/ml
Lisina 100,0mg O,1ml 30pug/ml
Prolina 100,0mg O,1ml 30ug/ml
Leucina 100,0mg O,1ml 30pg/ml
Cisteina 100,0mg O,1iml S0ug/mi
Arginina 100,0mg O,1ml SOpug/ml
Cistina 100,0mg O,1ml 30pg/ml
Alanina 100,0mg O,1ml S0ug/ml
Valina 100,0mg O,1iml S0pg/ml
Isoleucina 100,0mg 0,1ml 30ug/ml
Ac. Aspartico 100,0mg 0,1ml SOug/ml
Ac. Glut3mico 100,0mg O,1ml 30pug/ml
Treonina 100,0mg O,1ml 30ug/ml
Histidina 100,0mg O,1iml S0ug/mi
Serina 100,0mg O,1ml S0ug/ml
Fenilalanina 100,0mg O,1ml S30ug/ml
Triptofanao 100,0mg 0,1ml S50ug/ml
Tirosina 100,0mg O,1iml 30ug/ml
Biotina O,4mg O,1ml 0,20ug/ml
Pirodoxina 0,5mg C,1ml 0,25pg/ml
Ac. p—-aminobenzdico O, Smg O,1ml 0,25ug/ml
Tiamina 0, Smg O,1ml 0,23ug/ml
Ac. Nicotinico img 0,1ml 0,50ug/ml
Riboflavina img O,1iml 0,30ng/mi

3.2.9. Solugdo salina (0,85%)

Preparou—se uma solucdo de 8,5g de NaCl em
1000 ml de &gua destilada. A solucido fol distribuida em
frascos (92ml pare cade frasco) autoclavada e conservada no



refrigerador a 4°C.

3.2.10. Solucac de "Tween'" 80 (0,1%4)

Foram adicionados 0,1 ml de "Tween" 80 em
100 ml de 4gua destilada com homogeneilzacdo e 2,5 ml da
solucdo foram colocados em tubos de ensaio,que  foram a

seguir autoclavados e conservados no refrigerador a 4°C.

3.2.11. Solugdo de caseina hidrolisada

Preparou-se a solucdo, dissolvendo—-se 100 mg
de caseina hidrolisada em 10 ml de Hx0O destilada esteri-
lizada. Esta foi agquecida em banho-maria (98°C) por 135

minutos e a seguir conservada em refrigerador a 4°C.

3.2.12. Solucdo estogue de Benlate (Benomil)

Preparcu-se a solucdo dissolvendo-se 30 mg
de Benlate em um pouco de acetona, acertando—-se o volume
para 30 ml com agua destilada esterilizada (concentracgio
final de img/ml). Esta fol aguecida em banho-maria (98°C)

por 15 minutos e a segulr conservada em refrigerador a 4°C.
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3.2.13. Soluc3o de albumina 30% (TANARKA et alii,

1979)

Todo o volume da clara de um ovo foi colo-
cado em um Becker e plcotado com tesoura peguena por cerca
de 1 hora, vagarosamente sem deixar formar espumas. Fil-
trou-se em gase ( o processo e lento — cerca de 3 horas).
Ao volume filtrado adicionou-se igual volume de glicerina
(1:1). A solucdo foi guardada sob refrigeragc3o a 4°C,
adicionando-se uma pequena porgdoc de canfora (para ajudar

na preservacgdo).

3.2.14. Solucgdo de Giemsa

Giemsa em pPO.s v e aveeas «r.::-1,0 g
Glicerina...eie ceesrsensens 66,0 ml
Metanol. ..o, i er v vseenans 66,0 ml

Misturou-se o Giemsa com glicerina a &0°C.
Apods resfriamento fol adicionado o metanol. Filtrou-se e a
solugdoc corante fol armazenada em frasco escuro a tempera-

tura ambiente.
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3.2.15. Solugdo de HC1 1IN

HC1l concentradO. . ssceseassee 82,50ml
Agua destilada..eeeeeeenns 1000, 0ml

A spolucdo fol conservada a temperatura am-—

biente.

3.2.16. Tampdo fosfato pH 6,9 (0,2M)

Solugdo A
NaH2POa t e eneneneennannans 24,09
Agua destilada........ ...1000,0ml
Solucdo B

NAazHPOA4 v reeevennnenrenesasa28,4g

Agua destilada..eeeeeen.. 1000,0m1
As solucbes A e B foram conservadas no re-
frigerador sendo o tampdo fosfato preparado no momento de

uso, misturando 45,0ml de solug3o A com 35,0ml de solucgo

B.

3.2.17. Solug8es de &cido perclorico

A partir do &cido perclérico 11,464 N, foram



preparadas varias solugbes com normalidades diferentes:

HMC10a 0,2 N ...... 1 ml de HClOa: 37,2 ml de agua
HC104 1,3 N ...... 1 ml de HC1Oa: 6,8 ml de &qua
HC10a 3,73 N ..... 1 ml de HClO4s: 2,1 ml de &gua

As solucgbes foram preparadas em banho gelo-

agua, em frascos escuros 8 guardados sob refrigeracao.

3.2.18. Solugso de KOH O,3 N

A um volume de 80 ml de agua fol acrescen-—

tado 13,94 g de KOH.

3.2.19. Solugdo de acetaldeido (1,6 mg/ml)

A um volume de 100 ml de agua, fol acrescen-—

tado 205,12 pl de acetaldeido P.A.(onde 11 de acetaldeido

corresponde a& 0,78 Kg). A soluglo foi guardada em frasco

escurc com tampa esmerilhada, no refrigerador.



3.2.20. Soluc3o de difenilamina 4%

Colocou-se 4 g de difenilamina pura em 100
ml de &cido acético glacial. Conservou—-se NoO escuro e a

temperatura ambiente. A sclugdo foi preparada no dia de

Uso.

3.2.21. Solucgdo estogue de DNA

Em 20 ml de acido perclérico 1,3 N foram
diluidas 30 mg de DNA purificado. A solucdoc foi colocada em

frasco escuro g guardada sob refrigerag3o.

3.2.22. Reagentes usados para eletroforese em gel

de poliacrilamida (PACCOLA-MEIRELLES et

alii, 1988)

3.2.22.1. Soluclo estoque de Acrilamida

Acrilamida. s evesosensa 73 g

Bis—acrilamida. .scexsses 2 g

Hz0 destilada........ 250 ml
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Filtrou—-se a soluc3o e manteve-se em

refrigerador.

3.2.22.2. Tamp3o do gel separador pH 8.9

Tris—base.. .o v nas 45,73 g

H>0 destilada........ 60,0 ml

Ajustou—se o pH para 8,9 com HC1 1IN.

Completou—-se o volume para 100 ml com Hz:0

destilada. A solucgd3c foi filtrads e mantida a temperatura

ambiente.

3.2.22.3. Tampdo do gel empilhador pH &£.8

Tris—base..... e e 7,473 g

Ho0 destilada........ 60,0 ml

Ajustou—-se o pH para &.8 com HC1 1IN e com-

pletou-se o volume para 100 ml com HzO destilada.



2.22.4. Tamp3o do tanque — pH 8,9 (10 X)

[

Tris—base...... v re e 63,2 g
Glicina.s e veencunsenns 39,9 g
H=0 destilada...... ?00,0 ml

Sob agitacdo, dissolveu—-se o0s produtos e
completou—-se o volume para 1000,0 ml. No momento do uso a
solucdo foi diluida para 1X. A solugdo foi mantida em

refrigerador.

3.2.22.5. Gel separador a 10%

Tampdo do gel separador

{(item 3.2.23.2.).ccc.ee..-1,3ml
Acrilamida(item 3.2.23.1.)5,0ml
Agua destilada........ c...8,4 ml
Perssulfato

de aménia (104).... ..., 0,113m1

TEMED . v v v v vt eeemesanannnn 0,005m1

3.2.22.6. Gel empilhador a 4%

Tampdo do gel empilhador
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(item 3.2.23.3.) i ceneun 0,73 ml
Acrilamida
(item 3.2.23.1.).c44¢...1,00 ml
Agua destilada........ .3,70 ml
Persulfato
de amoniO.: ...« . (10%4)Yy ©,036m1

TEMED + v v v vvveeneeennns 0,0075m1

.22.7. Tampao da amostra

Glicerol..cieevrnass s e 3,0 ml
Tampdo do gel empilhador...Z2,5 ml

Azul de bromofenol...c..... 2,35 mg

Completou—se o volume para 25 ml com HzO

destilada e manteve-se estocada a —20°C.

3.2.22.8.

Solugdo corante para esterase

(SHAW & PRASAD, 1970).

3.2.22.8.1. Estoques

A) a-nafttil ascetsto........ 0,1 g

ACetONa. s ssversansennnss 5,0 ml
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Hz0 destilada..:scsavces- 3,0 ml
B) B-naftil acetato........ 0,1 g
ACEtONa .« v e v v xea e e na 5,0 ml
H=0 destilada........ ».0,0 ml

3.2.22.8.2. Corante

Fast Blue RR".....  eeeae .90,0 ml
Tris-HCl 0,3 M pH 7,1.....5,0 ml
a—naftil scetato.. v .e.a..0,73 ml
f-naftil acetato.........0,75 ml

HzO destilada..cvorcea.n 43,5 ml

3.3. Preparo de filtros, palitos de transferdncia e

esterilizacdo.

3.3.1. Sistema de filtro para técnica de enrigueci-

mento.

No interior de filtros de vidro foram fixa-

das & camadas de gaze com o auxilio de fita crepe. Este
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conjunto foli envolto em papel de aluminio e autoclavado por

1S5 minutos a 120°C.

3.3.2. Filtros Buchner para filtracdo de micelio.

Estes foram preparados, mantendo-se em seu
interior duas folhas de papel de filtro. Envolveu—~-se em
papel de aluminio e papel comum e autoclavou-se por 1S5

minutos a 120°C.

3.3.3. Uso de palitos para transferéncia de cols-

nias.

Palitos roligos adquiridos no comeércico foram
lavados em &gua por & vezes consecutivas & entdo esteri-
lizados em forno por 3 horas. Depois de usados, foram
novamente lavados, secos e esterilizados para uso poste-

rilor.

3.3.4. Esterilizac3do e incubaglo

Os meilos de culturas e as solugbes foram
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esterilizadas em autoclave por 15 minutos a 120°C {exceto
nos Ccasos assinalados). 0Os  frascos que necessitaram ser
utilizados e esterilizados, foram autoclavados a 120°C por

15 minutos. A temperatura de incubacgdo foi de 28°C.

3.4. Sobrevivéencia & luz ultravioleta

Suspensdo de conidios da linhagem selvagem
MT em tween 80 foli observada a0 microscodpio com o auxilio
de uma C3mara de Neubauer, para se estimar o numero de
conidios por mililitro. Esta suspensdoc foli diluida em
solucdo salina (1:10}), colocada em placa de Petri esteri-
lizada, irradiada com luz ultravioleta ( Marca MINERALIGHT
— Mod.R32 - Ultra-Viaolet Prod. INC. USA - 60 AMPs. ), em
diferentes tempos de exposiglao a uma distd@ncia de 12,3 om
da 13mpada. Apds cada irradiacao, diluicles apropriadas
foram feitas em solucdo salina 0,834 e 0,1 ml foli semeado
em placa contendo MC. As placas foram incubadas a 28°C em
auséncia de luz. Findo este periodo, as colonias sobrevi-
ventes Toram contadas € procedeu—se o calculo da curva de
sobrevivéncia, tomando—-se o0 numero de colénias obtidas no
tempo O minutos como 1007 de sobrevivéncia. Foli estimado
deste modo, o tempo de irradiacdo gue permitia S% de sobre-—

vivéncia para & linhagem.



3.4.1. Obtencdo de mutantes auxotrdaficos

A obtencdo de mutantes auxotréficos foi
realizada por dois tipos de tratamentos: o primeiro por
irradiacdo & isoclamento total e o segundo por irradiacgldc e

enriquecimento por filtracg3o.

3.4.1.1. Irradiacdo e isolamento total

Conidios da linhagem MT selvagem, com 8 dias
de crescimento, foram transferidas para um tubo de ensaio
contendo solugdo de tween 80 (0,1%4). A concentragdoc desta
solucdo foi determinada como descrito no item 3.4., sendo

irradiada da mesma forma no tempo de 3 min. e 37 seg.

A suspensdo irradiada  fol diluida e dessa
diluig3c semeou-se 0,1 ml por placa de Petri, contendo MC.
A seguir as placas foram incubadas a 28°C, por 7-8 dias.
Apds este tempo, conidios das varias colénias foram trans-—
feridos para placas de Petri contendo MM, sendo inoculados
com o auxilio de palitos de madeira esterilizados na dis-—
tribuic3o Sx5+1 (AZEVEDD et al., 1976). Colonias gue naoc se

desenvolveram neste meio foram consideradas como sendo
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mutantes auxotroficos. 0 local do meio em gue as mesmas
foram inoculadas fol cortado e transferido para tubo con-
tendo ME. Estes foram incubados & 28°C, conseguindo-—se

deste modo, conidios para ensaios de deficiéncias nutriti-

vas.

Flacas contendo MM sdlido mais cada uma das
solugbes ¢ caseina hidrolisada, acidos nucleicos e vita-
minas ) foram preparadas. Conidios provenientes dos mutan-

tes auxotroficos foram colocados de maneira eguidistante
nas referidas placas e nas controle (MM e MC ). Assim, O
crescimento dos mutantes em uma das placas, e nao em MM,
indicava a defici@ncia de cada um, sendo posteriormente
ensaiados, conforme o caso, em cada aminecdcido, vitamina ou
base nitrogenada, procurando a caracterizacdo final do
mutante, o gue levou & obtenc3o de mutantes morfoldgicos e
auxotroficos simples. Para a obtenc3o de mutantes com dupla
auxotrofia o mesmo procedimento fol realizado, adicionando-
- O requisito para a primeira marca aoc MM sdlido adicio-

nado de aminoacidos, vitaminas e acidos nucleicos.

J.4.1.2. Irradiacd3c e enriguecimento por

filtragao.
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Suspensdo de conidios obtida, guantificada e

irradiada segundo os itens 3.5. e 3.53.1., foil transferida,
sem diluir, para um frasco contendo 50ml de MM liquido gue
foili agitado por um periocdo de 20-25 horas. Apds este perio-
do, o MM foi filtrado atraves de gaze (item 3.4.2.) para um
outro frasco erlenmeyer esterilizado & vazio e novamente
agitado a 28°C no periodo acima citado. Este procedimento
foi repetido por trés vezes, sendo gue apods a ultima fil-
tragem o MM foi transferido para tubos de centrifuga (
tubos de 135 ml ) e centrifugado na centrifuga "Excelssa
Baby" nas posicles 5 e &6 por cerca de 7 e 3 minutos respec—
tivamente. 0 sobrenadante fol dispensado e 0o precipitado
ressuspendido em cerca de 1,0 a 2,0 ml de solugdo salina
esterilizada e semeado em MC {( 0,1 ml por placa ). As
placas foram incubadas ( 28°C ) por um periodo de 7-8 dias.

Todas as coldnias gue se desenvolveram nestas placas foram

transferidas para placas contendo MM segundo o item
3.95.1.1., procedendo-se a caracterizagldo dessas da mesma
forma.

Para a obtenc3do de mutantes com dupla auxo-—
trofia, o mesmo procedimento foil realizado, adicionando-se
o requisito para a primeira marca ao MM liguido ( usado
para filtragem ) e ao MM sdlido adicionado de aminoacidos,

vitaminas & &acidos nucleicos.
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3.4.2. Teste de reversso

As linhagens mutantes foram ensaiadas para

reversdo das marcas nutricionais. Para tal, utilizou-se MM

, MM suplementado com o reguisito nutricional ( controle )
ou um dos reguisitos da linhagem e MC ( controle ). Semeocu-
-se 0,1Iml de uma soclucao de conidios ( 107 conidios/ml )

nas placas preparadas da forma acima descrita e incubadas a
28°C por 7-8 dias. Apds este periodo verificou-se a presen-—

Ga ou auséncia de crescimento de colonias.

3.53. Obtencao de heterocarios (INGLE & HASTIE, 1974)

Conidios de diferentes linhagens { com
complementac3o para marcas auxotroficas e morfoldgicas )
foram colocados em tubos de ensalio contendo cerca de 2,3 mi
de MM ligquido suplementado com 4% de MC liquido. Estes
tubos foram agitados &, com o auxilio de uma pipeta, trans-—
feriu-se volumes bastantes reduzidos ( gotas ) de forma
equidistante para a tampa malor de uma placa de petri
plastica esterilizada cuja tampa menor continha um papel
filtro umedecido com agua esterilizada. A placa foi incuba-

da & 28°C por um periodo de 24 a 48h. Apds este tempo,
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ressuspendeu—se as peliculas vertendo-se cerca de 9ml de
solugdo salina ¢ 0,85% ) na tampa maior da placa. Essas
peliculas foram transferidas para placas contendo MM e

incubadas a 28°C por cerca de 8 dias.

53.9.1. Obtenc3o de dipldides e recombinantes

hapldides a partir de heterocarios.

Suspensbes de conidios provenientes das
colanias heterocaridticas foram semeadas sem diluig3oc e com
diferentes diluighbes em placas contendo MM e MM . suplemen-—
tado com os requisitos nutricionais ( aminpacidos e vitami-
nas ) em diferentes combinagfies excetuando-se as do tipo
parental. Estas foram incubadas a 28°C por 6-7 dias quando
entao foram contadas as freguéncias das colonias nas dife-—
rentes combinacgdbes. As colonias obtidas foram semeadas em
MC ou MM + suplementos para purificacdo, sendo a seguir
caracterizadas guanto a sua morfologia e necessidades

nutricionais.

3.6. Teste da estabilidade em ML com Benlate.

Puas linhagens mutantes e um recombinante
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foram inoculados em MC contendo concentragoes de 0,0; 0,13
0,2; 0,3; 0,4; 0,5; 1,0 e 2,0 upug de Benlate/ml de meio de
cultura para determinac3do das concentragdes inibitdérias de

crescimento.

Recombinantes prototrédficos ou  possivels
dipldides foram inoculados (12 repetigbes para cada recom-
binante) em MC + Benlate (1 pg/ml de meio) onde se observou
as caracteristicas de crescimento das colanias (com ou sem

emissdao de setores).

3.7. Coloracgdo de nucleos de conidios (TANAKA et

al.,1979; modificado por Vega,l1990)

S3.7.1. Preparo da lamina

0 material & ser corado foi aderido a uma
13mina previamente untada com albumina 304 & seca levemente
sob um bico de Bunsen. A segulir foi fixado em metanol
absoluteo durante 15 minutos. Apds a fixacgdo as l1@8minas
foram colocadas para hidrélise em HC1 IN a 60°C por 8 a 10
minutos. Lavou—-se por trés vezes consecutivas em agua

destilada e uma vez em tampdo fosfato pH 6,9, sendo a
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seguir efetuada a coloragdoc do material com 1ml de solucgdo
corante Giemsa e 9 ml de tamp3o fosfato pH 6,9 durante 1/2
hora. Apds a coloracido, o material foi lavado rapidamente
por 2 vezes em tamp3o fosfato pH 6,9 e a segulr procedeu—se
a montagem proviséria com as laminulas, vedando as bordss
da laminula, procurando-se evitar bolhas de ar entre l1d@mina

e laminula.

3.7.2. Determinacdo do numero de nucleos por

conidio

Conidios com o mesmo tempo de crescimento

foram observados no microscépio dtico e determinada a

porcentagem meédia de nucleos por conidios. Foram empregados

400 conidios.

3.8. Extrac3o e guantificacgao de DNA de conidios

3.8.1. Extrac3o do DNA ( VAN TUYL, 1977 )

Utilizou—se uma suspensdo de 1,07x10® coni-

dios para cada linhagem. Estas foram transferidas para
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tubos de centrifuga com fundo conico e centrifugadas por 10
minutos na posicdo 35 da centrifuga Excelsa Baby (4000 rpm),
sendo os precipitados lavados e centrifugados novamente por
duas vezes em agua destilada. Apds a lavagem, os conidios
foram incubados em 3 ml de acido perclérico 0,2 N por 10
minutos em banho gelo—-agua e centrifugados por 10 minutos
na posicdo 5 da centrifuga Excelsa Baby. Esse processoc foi
repetido mais uma vez. A seqgulr os precipitados foram
ressuspensos om 4 ml de KOH 0,3 N e mantidos a 37°C por
mais ou menos 16 horas. Apds este periodo, adicionou-se 0,6
ml de &cido perclérico 3,75 N a suspensdo, em banho gelo-
dgua, para precipitagdoc do material. A seguir, foir feita
uma centrifugacgdo por 10 minutos na posigidoc S, desprezando-
se 0s sobrenadantes. Os precipitados foram ent3o lavados e
centrifugados por duas vezes com 4 ml de acido percléorico
0,2 N em banho gelo—agua. A seguir, foram tratados com 1 ml
de 4dcido percldrico 1,32 N por 20 minutos a 70°C, para
extracao do DNA, sendo & segulr centrifugados de maneirs
idéntica as demals centrifugacgbes. Coletou—-se o sobrenadan-—
te e repetiu-se o tratamento de extracdo com mais 1 ml de
dcido percloérico 1,353 N por 20 minutos a 70°C. Os sobrena—
dantes obtidos nas duas estapas foram combinados e o volume
acertado para 3 ml com &acido percldorico 1,5 N, sendo gque
apts esta etapa, procedeu—-se a mais uma incubacdo a 70°C

por 10 minutos seguido de centrifugacdo tambem por 10
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minutos nNna posicido 4 da centrifuga Excelsa Baby. Coletou-—-se
0 sobrenadante. A partir desta suspensdo, procedeu—se a

determinacdo da quantidade de DNA.

3.8.2. Determinacdo da guantidade de DNA

A determinagdo do DNA foi feita pelo metodo
da difenilamina modificado (GILES & MYERS, 1963), usando

uma solucdoc de DNA de concentragdc conhecida como padrio.

Foram misturados 2 ml da soluc3o de difenilamina (4%)
com 2 ml da suspensdo a ser analisada e adicionados 0,1 mi
da splug3o de acetaldeido (1,6 mg/ml). Como soclucg3o
" Branco", utilizada para calibrar o aparelho de modo gque a
esta solucdo corresponda a absorbancia zero, misturou-se 2
ml de solug3do de difenilamina (4%) com 2 ml de &cido per-
clérico 1,5 N e adicionados 0,1 ml da solucdo de acetaldei-
do (1,6 mg/ml). Estas misturas foram deixadas a incubar a
30°C por 18 a 20 horas, sendo as leituras executadas a
seguir em espectrofotometro, nos comprimentos de onda de
395 e 700 nm. A gquantidade de DNA das amostras fol estimada
pela diferenca entre as duas leituras e pela comparacido com

a curva padrdo.
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3.8.3. Curva padrso

Foi retirada uma aliquota de 1 ml da solugdo
estogque de DNA, adicionando—-a a 37,3 ml de acido perclérico
1,53 N, obtendo-se assim uma solugdo de 40 pug/ml. A partir
desta, foram feitas diluigBes sempre com Aacido percloérico
1,5 N, de modo a se obter concentragbes de 20, 10 e S
ug/ml. Com estas solucbdes, foi tragada a curva padr3o,
utilizando—-se a metodologia descrita no i1tem anterior,
obtendo-se uma equacgdo de reta a gual relaciona absorbancia

com concentrac3do de DNA.

3.9. Caracterizac3o para padrfies de esterase (PACCOLA-

MEIRELLES et al11,1988)

3.9.1. Cultivo do fungo e extracgdo de proteinas

Conidios das linhagens ensaiadas foram cole-
tadas em soluc3o de Tween—-80 e inoculados em frascos erlen-—
meyers, contendo S50 ml de meio completo liguido (item
3.2.4.). Incubaram—-se os frascos a 28°C por sete dias. O
micelig produzido foi coletado em funil Buchner contendo

papel filtro, com auxilio de bomba de vacuo. Lavou—-se o©
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micelio duas vezes, para retirada do meio de cultivo,

secou—se com papel de filtro e avaliou—-se o peso.

A cada 300 mg de miceélio, adicionou-se 1 ml
de tampdo do gel empilhador (item 3.2.23.3.) e triturou-se
em homogeneizador elétrico por 5 minutos, mantendo-se as
amostras sempre em banho gelo-agua. 0 extrato obtido foi
conservado em banho gelo-agus, em refrigerador, por 12
horas, para completar a extragdo. Centrifugou-se as amos-—

tras por 40 minutos a 10000 rpm, em centifuga refrigerada.

Os extratos protéicos, sobrenadantes, foram
transferidos para frascos, vedados e conservados a apro-

ximadamente -10°C, em refrigerador.

3.9.2. Placas de gel de acrilamida

As placas foram montadas em sistema vertical
e vedadas com agar—agua (4%4). Preparou-se o gel separador &
10% (item 3.2.23.3.), vertendo-o na placa com 0 auxilio de
seringa de vidro. Completou-se o restante da placa com
agua, para polimerizacdo, apds o gue a agua foi retirada.
Freparou—-se o gel empilhador a 4% (item 3.2.23.6.)

vertendo—-o em seguida, acima do gel separador, tambeéem com
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auxilio de seringa. Introduziu—se o pente sobre o gel
empllhador e conservou-se a temperatura ambiente, para

polimerizagdo.

Polimerizado o gel, retirou-se o pente e ©
espacador inferior das placas, limpou—~se o d&gar-—agus,
fixou—se a placa a cuba de corrida e lavaram—se 0SS pocos
deixados pelo pente, com o tamp3o de corrida. Vedou-se a
superficie entre a placa e o tangque superior, com agar-—-agua
g preencheu—-se o tangue inferior da cuba, com tamp3o,

tomando—se o cuidado de eliminar as bolhas.

As amostras, preparadas com tampdo (item
3.2.23.7.), na proporcdo 1l:1, foram aplicadas nos pogos.
Preencheu—-se o tangue superior com tampdo (item 3.2.23.4.),
inicicu—sea corrida com 100V, sendo que ao final do gel
empilhador, elevou-se a voltagem a 200V, mantendo-se até o

final da corrida.

3.10.3. Colorag3o para revelacloc de esterase

(SHAW & PRASAD, 19270)

Ao término da corrida, o gel foi retirado da

placa & colocado em soclucdo corante (item 3.2.23.8) até o©
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aparecimento de bandas. Retirou—-se o gel do corante, man-—

tendo—oc em agua.
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4., RESULTADOS E DISCUSSAHO

4.1, Sobrevivéncia & luz ultravioleta

A porcentagem de sobreviveéncia dos conidios
em diferentes tempos de irradiacso para a linhagem MT esta
sumarizada na Tabela 1. Baseado nesses dados, foi obtida a
equacdo de fegresséo e plotada a sua respectiva curva

(Figura 1).

0 tempo de exposic3o a U.V. necessario para
inviabilizar 934 dos conidios foi determinado como sendo de

-

3 min. 37 seg.

Segundo CORREA & AZEVEDDO (1986), a importan-—
cia, do ponto de vista aplicado, da variabilidade genetica
para o carater de resisténcia a8 luz ultra-violeta estd na
limitacso da utilizagdo dos fungos em condicles de campo em
decorréncia da morte dos conidios provocada pela radiacdo

ultra-violeta da luz solar.
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Em vista disso, priorizou-se a obtengao de

marcadores geneticos wutilizando-se a U.V. como agente
mutagénico. Obtendo-se dessa forma, marcas morfoldgicas
e/ou auxotraficas associadas possivelmente a marcas de

resisténcia a U.V.

Tabela 1. Porcentagem relativa de conidios sobreviventes da
linhagem MT em diferentes tempos de irradiagdo &

luz ultravioleta.

Tempo de Porcentagem de sobreviventes (4)
irradiacao Experimentos

{minutos)

1 2 3 Média
0 100 100 100 100

1 45,14 73,07 51,54 56,58
2 6,99 27,20 21,37 18,52
4 0,15 4,73 0,75 1,88
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4.2. Obtenc¥o de marcadores genéticos

A obtencdoc de marcadores auxotrdficos foi
priorizada com o objetivo precipuoc de se realizar cruzamen-—

tos intra e inter-linhagens.

Os mutantes obtidos est3o relacionados na
tabela 2. Vale ressaltar o fato de gque o mutante MT2 porta-
dor de uma mutacdo morfoldgica para a colorac3o dos coni-
dios (ylo) e uma auxotrofica para a sintese de aminodécido
{met) foi obtido a partir de uma unica irradiagdoc com
ultra-vicleta. 0O mesmo aconteceu com os mutantes MT8 e MTLO
que tiveram as mutactes ylo e met obtidas a partir de uma
irradiacsdo do mutante M3 (verde e nic), como pode ser

observado na genealogia dos mutantes de M. anisopllae,

linhagem MT (Figura 2).

Esse fato resultou em um ganho preciosc de
tempo, J& gue n3do hquve a necessidade de uma primeira
selecdo de mutantes morfoldgicos para futuro tratamento com
U.V. visando a obtenczo de um duplo mutante (morfoldgico e
auxotréfico) . Isso & de cabal import3ncia quando se extra-
pola para um programa de melhoramento genetico, onde a
reducdo de tempo em diferentes etapas do programa otimiza a

obtenc3o de linhagens que combinem caracteristicas favora-
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velis das parentais, em cruzamentos via mecanismo parasse-—

xual.

Ainda a respeito do programa de melhoramento
geneético do fungo entomopatogénico em guest3o, outro ponto
a destacar e a import3ncia de se obter marcadores geneéeticos
sem que os mesmos alterem negativamente caracteristicas
sobejamente importantes para o mecanismo de infeccdo do
fungo contra o inseto—-hospedeiro, como por exemplo a espo-
rulagdo. Em vista disso, vale ainda ressaltar a restauragio
do fendtipo selvagem no gue tange & esporulag3o do mutante
MTS, aptds um segundo tratamento (Figura 2), resultando em
uma linhagem que manteve a marca nic sem perder o fenodtipo

supracitado (MT9).
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Tabela 2. Mutantes da linhagem MT obtidos atraves da irra

diac3o com ultravioleta.

Designacac Cor Defici€éncia Gendtipo OBS.

MT 1 verde metiocnina metl 1
(met)

MT 2 amarelo met viol met?2

MT 3 verde lisina lisl 1
(lis)

MT 4 verde lis lis2 1

MT S verde ac. nico- nicl 1

tinico (nic)

MT & amareloc met lis ylol met?2
1is3
MT 7 vio met viol met2 1
MT 8 amarelo nic met vy1o2 nicl
metd
MT @ verde nic nicl 2
MT 10 amarelo nic met v1o3d nicl
metd
MT 11 verde nic lis nicl lis4g
MT 12 verde nic tiamina nicl tial i
(tia)

#1- mutante com baixa esporulacso

#2— mutante com esporulagdo igual a selvagem
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4.3. Teste de reversdo

Alguns mutantes da linhagem MT foram ensaia-—
dos quanto & reversibilidade espontd3nea das suas marcas
geneticas. Para tanto, n3o se semeocu menos do gue 10®
conidios/placa em MM, exceto na linhagem MT3 com reduzida
produgdo de esporos (tabela 2). 0 teste das marcas esta

relacionada na tabela 3.

Como pode ser observado pela tabela 3 os
mutantes MTB e MT10 reverteram a marca nic , ndo sendo por

este motivo utilizados em ocutros experimentos.

No que concerne as linhagens que apresenta-
ram crescimento residual, ndo tendo ocorrido o aparecimento
de colonias em um ensaio inicial de reversdo onde foram
semeadas cerca de 10® colonias por placa, as mesmas foram
consideradas aptas para experimentos a posteriori. 0 cres-
cimento residual observado deve ter sido causado por  uma
possivel contaminacd3oc de MC nas soclucles de esporos em

"Tween” 80 (0,17).



Tabela 3. Teste de reversidoc espontdnea dos mutantes da

linhagem MT.

Mutantes MM

MT2 -
MT 3> -
MTS -
MT& -
MT8 - %
MTF -
MT10 ; *
MT11 +/ -

MT12 + /-

Legenda: - (= Auséncila de crescimento)

+/~ (= Crescimento residual)

¥ crescimento em MM+MET (revers3o para a marca nic.

X foram semeados 2,35 x 10® conidios.



Figura 2. Genealogia dos mutantes da linhagem designada MT
MT
(selvagem)
trat.l trat.2
MTZ2
MT1 MT3 MT4 MTS
(ylol met2) (metl) (lisl) (lis2) (nicl)
trat.2
trat.l
MT12
{nicl tial)
MTé& MT7
(ylol met2 (vio met2) trat.l
1is3)
MT8 MT<Q MT10 MTLi1
(ylo2 nicil (nicl) (y1lo3 nicl (nicl
met3) metd) lis4d)
LEGENDA: trat.l- irradiacaoc com U.V. e isolamento total.

trat.2- irradiacdoc com

filtracao.

U.Vv.

e enriguecimento por
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4.4, Parassexualidade e parameiose

4.4.1. Obtenc3o de heterocario

Heterocarios foram obtidos segundo o item 3.6. e, como
pode ser observado na tabela 4, no cruzamentro intra-linha-—-
gem MT6&+MTL12 o heteroccario apresentou—se pouco vigorosoc, o
mesmo ocorrendo com o cruzamento E6.7+MT12. Embora tenha
sido obtido heterocdario dentro da linhagem MT, este ocorreu
com maior dificuldade do gque os demais. Quando se tentou
obter ocutros dentro da mesma linhagem original, estes s
vieram a ocorrer numa frequéncias de 257% na segunda tenta-—

tiva, n3do se logrando obté-los em tentativas subsequentes.

SILVEIRA (1983) e SILVEIRA & AZEVEDO (1986) tambeém
relataram a n3o obtencio de heterocarios dentro de uma
linhagem (RJ) e entre linhagens (E6 e RJ), FRIGO (1983)
tambeém ndo obteve heterocario entre essas Uultimas, corrobo-

rando—-se a dificuldade de se obter os mesmos em M. aniso-—

pliae.

No caso dos cruzamentos realizados no presente
trabalho, uma explicagdoc plausivel para a dificuldade de

abtencio de heterocdrios intra-linhagem, bem como o baixo
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vigor apresentado pelos mesmos além do observado no hetero-—
carioc E&.7+MT12, seja o fato do mutanmnte utilizado nos
mesmos (MT12) apresente auxotrofia para duas vitaminas que,
em MM+47 MC (item 3.2.3.) dificulte a complementac3o das

marcas ensaiadas devido a0 crescimento residual das mesmas.

Ao contrario de SILVEIRA (1983), FRIGO (1983) e
SILVEIRA & AZEVEDO (1986) gue s6& obtiveram heterocario
inter—-linhagens atraveées de fus3o de protoplastos, conse-—
guiu—-se heterocarios entre linhagens de diferentes arigens
via mecanismo parassexual. Estes ultimos também foram

obtidos por LUNA (1985), BAGALHI (1987) = VALADARES (1989).

Como controle para se verificar gue os heterocarios
formados ndo resultaram de coldnias revertentes de uma das
linhagens cruzadas, tentou-se obter heterocarios com cada
linhagem em separado, sem & adigdo de uma outra linhagem
com marcas complementares. A Nndo obtenc3do de heterocarios
nessas condicgdes indicou gue a formagdo dos mesmos deveu-se
& complementacidioc das marcas empregadas. No caso do hetero-
Cario pouco vigoroso obtido intra-linhagem, cComo ocorreram
dificuldades para a formacdoc de ocutros semelhantes, poder-—
se—1a imaginar gue 0s mesmos nao eram decorrentes ds com—
plementacdo de marcas. Entretanto, como surgiram diferen-

tes tipos de recombinantes, ficou demonstrado gue era real-—
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mente um heterocario, g n3o efeito sinergistico entre

linhagens.

4.4.2. Obtencdo de recombinantes prototroficos

e outros tipos de recombinantes.

Conidios coletados das colanias heterocaris-—-
ticas foram semeados em diferentes meios (tabela 3) e a
frequéncia de obteng3o de colonias nos cruzamentous reali-
zados entre as linhagens MT6+MT12 e EL6.7+MTL12 estlo sumari-

zadope na tabela 6.

N&o foi detectado recombinantes em MM com
suplementag3o ou possivels dipldides em MM nos cruzamentos
entre as linhagens E9.20+MT11 e E&4.2+MT1l1l, onde as coldnias
oriundas dos heterocarios supracitados s¢ ocorreram em MC.
VALADARES (1989) também observou o mesmo fendmeno em um

outro cruzamento inter-linhagens (E6.8+EF.20).
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Tabela 4. Coloraclo dos conidios e vigor dos heterccarios

obtidos em diversos cruzamentos entre mutantes de

E6, E9 e MT

Cruzamento Coloragio dos Vigor do hete-
conidios do rocario
heterocario

E?.20 + MT11 amarelo esver- vigoroso

{vylo leu ade) deado

+(nic lis)

MT.6 + MT.12 amarelo pouco vigor
{ylo met ade)

+(nic tia)

EL.2 + MT.11 verde vigoraoso
(vio ade met)

+(nic lis)

E6&.7 + MT.12 verde pouco vigor
{vio met bio)

+{nic tia)
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Como pode ser observado na tabela 6, a
frequféncia de colonias gue cresceram nos meios nutritivos,
no cruzamento MT&E+MT12Z2, variou entre 3,3x107%F a 6,1x1077,
n3o ocorrendo diferenga significativa na maioria dos meios,
com ou sem suplementacdo. No cruzamentoc E&6.7+MT12, a
frequéncia variou de 4,3x107® a 35x10~®. Em alguns meios n3o
houve crescimento (MM+met, MM+bio, MM+met+nic, MM+tia,
MM+met+tia) talvez devido a0 pequeno indculo empregado
{3%x10%). Algumas coldnias obtidas nos diferentes meios
seletivos foram caracterizadas qgquanto & morfologia e
auxotrofia. Estes resultados estdoc na tabela 7. No
cruzamento MT&6+MT12, recupergu-se, pela semeadura de
conidios do heterocario, somente recombinantes prototrofi-
cos em todos os meios seletivos empregados, ocorrendo
prototréficos tanto de colorac3o verde selvagem gquanto de
coloracdoc amarela, sendo gque estes uJltimos foram os de
maior incidéncilia.Isso poderia ser explicado sob o ponto de
vista de gue por serem o0s dipldides de M.anlisopliae rela-
tivamente instaveis (BERGERON & MESSING-AL-AIDROOS, 19823,
mais setores vigorosos (prototrdédficos) poderiam ser favore-—
cidos (MAGOON & MESSING-AL-AIDROOS, 1986). VALADARES
(1989), considerou gue a alta frequéncia de tipos prototrdé-
ficos ocorrida em um determinado cruzamento (E&.7+E6.8),

poderia sugerir gue esses se originaram de permuta mitodti-
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ca. Essa hipdtese tambeém foi utilizada por BAGALHI (1987)
para explicar a presenca de recombinantes prototréficos

selvagens em meio minimo.

Na cruzamento E&.7 9+ MTLI2 tambeéem foram
encontrados recombinantes prototroficos, embora em um menor
numero do gue no cruzamento anterior. As colénias prove-
nientes do heterocdario gque cresceram em MC, foram transfe-
ridas para placas mestras em MC na disposic3o de 26 pontos
e, Ccom o auxilio de uma multialga, foram repicadas para MM
mais 0s requisitos dos parentais em diferentes combinacgtes
(combinados dols a dois, trés a trfs ou cada um individual-
mente), de tal maneira gque pudessem ser determinadas as
marcas recombinantes. Assim sendo feito, recuperou—se um
recombinante gue apresentava as marcas de um dos parentais
malis & marca do outro parental (tabela 7) em uma frequéncia

de 3,83% (analisadas 26 colénias).

Segundo SILVEIRA (1983} ,a ocorréncia de um
recombinante com mais marcadores geneticos que os presentes
nas duas linhagens parentais evidencia a transferéncia
génica, sendo isso de fundamental importancia em programas
de melhoramento geneético onde a transferéncia pode ser
feita com marcadores de reconhecido valor em controle

biolégico.
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Tabela 5. Cruzamentos realizados e tipos de meios seletivos
utilizados na semeadura dos conidios para a

obtencdo de diplodides e recombinantes.

Cruzamentos Meios seletivos

£9.20 + MT11 MM, MM+leu, MM+ade, MM+nic, MM+lis,
MM+leu+nic, MM+leu+lis, MM+ade+nic,

MM+ade+lis, MC

MT&6 + MTL12 MM, MM+met, MM+1lis, MM+nic, MM+tia,
MM+met+nic, MM+met+tia, MM+lis+nic,

MM+lis+tia, MC

E6.2 + MT11 MM, MM+ade, MM+met, MM+nic, MM+lis,
MM+ade+nic, MM+ade+lis, MM+met+nic,

MM+met+lis, MC

E6.7 + MT12 MM+met, MM+bio, MM+met+nic, MM+nic+bio,
MM+mnic+tia, MM+met+bio, MM+tia, MM+tia+

bio, MM+nic, MM+met+tia, MM, MC




Tabela 6.

&7
Frequéncia de coldénias obtidas a partir da semea-
dura de conidios provenientes de heterocarios, em
Meio Minimo (MM) e em MM com diferentes suplemen-

tos nutricionais.

Heterocario Meios seletivos

MT&+MTL2

MTL12+E&.7

MC = 35,8Bx10—*
MM = 35,3x10—F
MM + Nic = 3,3%x10~%
MM + LIS = 5,4%x10~F
MM + TIA = 4,6%x1077F

MM + MET = 3,2x10™7F

MM + LIS + TIA = 5,2x10™F
MM + LIS + NIC = 6,1x10-7
MM + TIA + MET = 3,6x10"7
MM + MET + NIC = 3,3x10™%
MC = 1,1x10—*

MM = 1xi0—=

MM + NIC = 35x10—F

MM + NIC + BIO = 5x10—=

MM + TIA + BIO = 5x10~F
MM + NIC + TIA = 4,7x10™F

MM + MET + BIO = 4,3x10—%
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Tabela 7.Recombinantes obtidos nos diferentes meios seleti

vos,com confirmacgido por andalise auxonografica .

Heterocario Meio seletivo

Recombinantes obtidos

Tipos

Marca genetica

MT&E+MTL2

E&.7+MT12

MM+tia

MM+lis

MM+lis+nic

MM+met+tia

MM+met+nic

MM+lis+tia

MM+nic

MM

MM+tia

MM+nic

MM

MC

prototrdfico
prototrofico
prototréfico
prototréfico
prototroéfico
prototrédfico
prototrofice
prototréfico
prototréfico
prototrofico
prototréfico
prototréfico
prototrofico
prototrafico

auxotrofico

amarelo

amarelo

amarelo

verde

amarelo

amarelo

verde

amarelo

amarelo

vio
vio
vio
selvagem
vio
vlo
selvagem
yla

vlo

verde-claroc

amarelo

verde

verde

verde

vio
selvagem
selvagem

selvagem

verde—claro(met

bio ti

a)
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4.4.3., Obtenc3o de dipldides e segregantes

LUNA (1985) sugeriu que colonias capazes de
crescer em MM sem apresentar setores guando transferidas
para MC, s3o dipldides estavels, pols a0 Sse comparar o
didmetro do nucleo destas com seus parentais observaram—se

diferencas significativas, sendo os primeiros maliores.

No cruzamento MT&6 + MT12, entre uma linhagem
de coloracso amarela e outra com coloragdo verde com pouca
producido de esporos respectivamente, selecionou—-se uma
linhagem prototrédfica verde com esporulagdo tipo selvagem.
Este possivel dipldide, proveniente do meilio seletivo
MM+met+nic, fol inoculado em MC + benlate nas concentragbes
de 1pg e 2pg/ml, vindo a setorizar na concentragido de

2ug/ml.

Os setores foram analisados por auxonografia
e, dos cinco segregantes do possivel dipldide (R2), um
apresentou~-se com marcas de ambos parentais (a marca morfo-
légica vlo do MTé6 e a auxotrofica nic do MT12) e os gquatro
restantes apresentaram—-se com a marca nic. Este tipo de
segregacido indicou ser esse recombinante prototrofico (R2)

realmente um dipldide.
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4.4.4, Analise da estabilidade e grau de ploidia

dos recombinantes obtidos.

4.4.4.1. Crescimento em meio contendo
benlate

UPSHALL et alii (1977), em um trabalho sobre
a utilizaclo do benlate para se distinguir entre linhagens
hapldides e dipldides de Aspergilllus nidulans e Aspergillus
terreus, verificaram gue as linhagens hapldides s3o mais
tolerantes do gue as dipldides ao fungicida. Segundo eles,
esta diferenca propicia um meioc facil de se classificar a
diploidia dos segregantes em andlises pelo ciclo sexual e
parassexual Jj& gue claramente, a tolersdncia ao fungicida &
uma fungdo da natureza hapldide do genoma, onde, apts
prolongada incubacdo, os dipldides tornam—-se instaveis e

setorizam, enquanto os hapldides permanecem estdveis.

Na tabela B estdo sumarizados os resultados
correspondentes ao crescimento das linhagens parentails © um
recombinante prototrofico de coloragdo amarela (R1), duran-—
te 5 e 10 dias, em meio completo (MC) com diferentes con-—-
centraglies de benlate, com que determinou-se as concen—
tracles gue inibiam o crescimento. Pode ser observado gue
na concentragdo de 1 pg/ml de benlate houve uma considerd-—

vel inibigso do crescimento das colonias, tornando-se mais
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acentuada em 2 pg/ml onde praticamente ndo houve crescimen-—
to. Isto fol semelhante ao encontrado por BAGALHI (19873,
gue também ensaiou dois mutantes e um recombinante proto-

trofico de coloracdo amarela.

Na tabela 9 estlo os resultados atinentes ao
tipo de crescimento das colenias de recombinantes prototroé-
ficos ou possivels dipldides em MC ou MC + benlate (1 upg/ml
de meio). Excetuando—-se as linhagens Ré6, R7 e RH1, todas as
demais produziram setores. Como os setores produzidos ndo
eram vigorosos e/ou nIE0 apresentavam conidiacdo e/0u com um
aspecto guase transparente, poder—-se—1ia inferir gue as
linhagens gue setorizaram eram possivelmente hiperhaploides
(n + ») ainda em processo de haploidizagdo, embora n3o se

possa descartar a hipdtese de serem dipldides.



Tabela B. Medidas de crescimento em milimetro (didmetro

maior/didametro menor)

recaombinante 1,

benlate em MC

das linhagens MTé,

MT12 e

em diferentes concentracgles de

(média de 3 repetigbes).

Linh

agens

conc. Benlate

pg/ml meic

3 dias de cresc.

10 dias de cresc.

MT& MT1i2 R1 MT& MT12 R1
0,0 24/24 235/25 23/23 33733 58/57 355/55
0,1 22722 25/25 24723 52732 58/58 56/36
0,2 22/22 23/23 22/22 532/52 56/36 33/52
0,3 22722 24/24 23722 32/32 S56/56 355/55
0,4 22/21  22/22 23/23 51751 55/55 55/54
0,3 23722 23/23 21/20 52732 535/35 50/50
1,0 8/8 777 12712 28727 28/28 39/39
2,0 2/2 3/2 1/1 8/6 13712 &/6

72
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Tabela ?.Caracteristicas de crescimento de alguns recombi-

nantes em MC & em MC + henlate

(lug/ml).

Recombinantex Caracteristica de crescimento
Designacso Tipo MC MC + benlate(lug/ml)
protocolar

R2 prot.verde estavel com emlssido de setor
R4 prot.amarelo estavel com emissdo de setor
RS prot.amareloc estavel com emissdo de setor
R6 prot.amarelo estavel sem emissdo de setor
R7 prot.,amareloc estavel sem emissdo de setor
R9 prot.amareloc estavel com emiss3o de setor
RH1 prot.verde estavel sem emissdo de setor
RHZ2 prot.verde estiavel com emissdo de setor
RH3 prot.verde estavel com emissdo de setor

X de R2 a R9 constituem recombinmantes obtidos no cruzamen-—

to MTE+MTL

2, de RH1 a RH3 no cruzamento E&.7+MT12



74
4.4.4.2. Analise citoldgica dos coni-

dios.

Na tabela 10 estdo sumarizados os resultados
das medidas dos conidios de dois mutantes e dois recombi-
nantes com cerca de 10 dias de crescimento onde observou-se
um comprimento maior dos conidios do Rl em relacdo aos
parentais (MT6 e MT12), embora a largura dos conidios ndo
tenha diferido. 0 R2 apresentou um comprimento dos conidios
inferior as linhagens paternas embora com uma largura
similar. Em geral, poder-se—ia dizer n3do haver diferencas
significativas gue denotem uma n3do similariedade Qquanto ao

estado de diploidia das linhagens observadas.

MESSIAS & AZEVEDO (1980) e AL-AIDROGCS (1980)
n3do observaram diferencas significativas entre os conidios
das linhagens dipldides e hapldides, enquanto BERGERON &
MESSING-AL-AIDROOS (1982) verificaram que os conidios das
linhagens dipldides eram significativamente maiores do gque
das hapldides, tendo sido essa caracteristica utilizada

para confirmarem a identificacgdc de dipldides.
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Tabela 10. Medida (comprimento/largura) dos conidios de
diferentes linhagens de M. anisopliae (media de

10 medidas)

L.inhagem Medida (pm)
MT& 9,68/4,27
MT12 9,55/4,69
R1 11,22/4,97
R2 8,72/4,53

Na tabela 11 encontra-se a frequéncia de
conidios uninucleados e binucleados em diferentes linha-
gens. Observou-se qgue praticamente 100% dos conidios s3o
uninucleados. SILVEIRA (1983), confirmando o0s dados de
MESSIAS & AZEVEDOD (1980), verificou a inexist&ncia de
conidios binucleados entre linhagens dipldides e hiperha-
pldides e presenca de baixa freguéncia de conidios binucle-

ados entre os hapldides parentails (variando de 2% a 4,753%4).



Tabela 11.

76
Freguéncia de conidios uninucleados
e binucleados em diferentes linha
gens e recombinantes - contagem de

400 conidios.

Conidios (%)

Linhagem
uninucleados binucleados

MT12 29,75 0,25

MT& 29,75 0,25

R1 100,0 0,0

R2 29,753 0,25

R3 100,0 0,0

R4 100,0 0,0

RS 29,30 0,30

Ré& 100,0 0,0

R7 100,0 0,0
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4.4.4.3. Determinagdo da guantidade de

DNA

Na tabela 12 est3do sumarizados os resultados
obtidos da absorbancis em fungido da guantidade de DNA, com
0os qguais determinou-se a eguagso da reta e obteve-se a
curva padrdo (Figura 3). Na tabela 13 encontram—se os dados
referentes & absorb3ncia das linhagens parentais e recombi-
nantes, além das gquantidades de DNA (obtidas pela meédia das
diferengas das absorbancias em 593 e 700 nm nas duas repe-—
tigdes). Pelos resultados apresentados, onde n3o ocorreram
diferengas significativas entre as guantidades de DNA das
linhagens em guestdo, poderia—-se dizer que estdo todas no
estado hapléide. A determinacgdo da qguantidade de DNA ¢é ©
método mals seguro para se diferenciar diferentes graus de
ploidia em fungos (VAN TuYLL, 19773 JACKSON & HEALE, 1983 e

BAGAGLI, 1987).

De maneira semelhante a BAGALHI (1987), n3oc
foram detectados dipldides heterozigotos estaveis, com
posterior haploidizagdo e surgimentoc de setores hapldides,
em oposigdo ao observado por MESSIAS (1979), MESSIAS &
AZEVEDD (1980) e AL-AIDROOS (1980). Como o recombinante R2
ndo teve a sua condicdo dipldide confirmads pela guantifi-

cagdo de DNA dos conidios, apesar de ter sido assim classi-
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ficado anteriormente devido a sua setorizacdo na presencga
de benlate, dando um setor gque combinava caracteristicas de
ambos parentais, poderia—-se, em hipbdttese, afirmar que a
linhagem que teve o seu DNA guantificado (R2), era na
realidade um recombinante prototrdédfico haploide do dipléide
inicislmente tratade com benlate, gue sendo altamente
instavel haploidizou—-se rapidamente. Este fenomeno j& foi
observado em outros fungos com ciclo parassexual como por
exemplo no fungo entomopatogénico Verticillium {HASTIE,
19623 HASTIE, 19643 TYPAS & HEALE, 19773 HASTIE & HEALE,

1984 e JACKSON & HEARLE, 1987).

HASTIE (1962, 1964) estudando o ciclo paras-—-
sexual em Verticillium albo—atrum observou uma alta fre-
quéncia de conidios hapldides (93%4) em dipldides com trEs
semanas de crescimento, apontando uma alta instabilidade

dos dipldides cobtidos.

HASTIE & HEALE (1977), em um estudo sobre os
niveis de ploidia em diferentes linhagens de Verticillium
usando wum "Coulter counter", detectaram uma rapida haploi-
dizagd3o dos dipldides onde a proporcg3o de conidios dipldi-
des caia marcadamente na segunda e terceira semana de
crescimento, sendo gque no final da gquarta semana quase

todos os conidios eram hapldides.
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JACKSON & HEALE (1987), trabalhando com o

Verticillium Ilecanii, verificaram gue os dipldides hetero-—
zigotos geralmente tendem a ser instaveils, haploidizando-
se. Apesatr disso, esses autores conseguiram isolar guatro
dipldides gque permanecerem estavels por 3 a 4 semanas em

meio artificial.



Tabela 12. Absorbancia observada em func3o da

concentracido de DNA em 393 e 700 nm,

para a obtengdo da equacdo de re -—

gressao (duas repeticgles).

Absorbiancia

DNA(pg/ml)
395nm 700nm diferenca (395-
700nm}
1 2 1 2 1 2 media
S . 060 . 214 036 .137 .024 .077 .0503
10 .148 ,.257 .025 .142 .123 .115 -1190
20 . 266 325 .076 .123 .190 . 200 .1950
40 -443  .465 .065 .123 . 380 . 342 3610

Equag3o de regressao: y = 0,0086.x + 00,0202

Coeficiente de correlacdo: r = 0,9968

X v = Absorbancias ¥ = guantidade de DNA

80



81

Tabela 13. Quantidade de DNA das diferentes
linhagens obtida atraveés da diferenga
da absorbancia nos comprimentos de 5935

e 700 nm e substituicdo na equagdo de

regressdo.
Absorbancia

Linh. Quant.
DNA

393nm 700nm diferenca (3593-700nm) (pg/ml)

1 2 1 2 1 2 meédia

MT6  .127 .1538 .083 .108 .044 .0350 .0470 3.1203
MT12 .125 .130 .08B6 .100 .032 .050 .0445 2.8293
R1 L1733 .219  .123 .154 .050 .063 .0375 4.3416

R2 L1433 .227  .106 .187 .037 .040 L0385 2.1316
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Figura 3. Curva padr3oc de absorba3ncia em fungdo da
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4.5, Caracterizacio eletroforetica (padr3do de esteresa-

ses) de linhagens de Metarhizium anisopliae.

Padrttes de esterases t8m sido utilizadas
para a caracterizag3o de linhagens selvagens e mutantes de
Metarhizium anisopliae (VALADARES, 1989). Realizou—-se a
caracterizacio eletroforetica para esterases de linhagens
selvagens, mutantes (tipos parentails) e recombinantes
prototroficos do cruzamento E&6.7 + MT12. As figuras 4 e S
mostram o padr3o de bandas de esterases para as linhagens

em pauta.

Como pode ser observado na figura 3, n3o
foram detectadas diferengas entre as linhagens selvagens MT
e E6, indicando uma possivel proximidade filogenética
entre ambas, podendo ainda as duas linhagens contituirem
uma unica que provavelmente foi transportada parea o Mato
Grosso do Sul a partir do Espirito Santoc. Com o cbjetivo de
dirimir duvidas a cerca da similaridade do padrao dessas
linhagens, realizou—-se um eletroforese utilizando-se micé-
lios de culturas com 10 dias de crescimento. Dessa forma
esperar—-se—-ia o aparecimento de novas bandas nas referidas
linhagens devido ao anabolismo diferenciado das mesmas em
outras fases do crescimento. Como pode ser observado na

figura &6, o mesmo N30 se confirmou, apresentando em contra-—
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partida uma auséncilia de bandas gue se encontravam presentes
na eletroforese em gue foram utilizados micélios de cultu-

ras com 7 dias de crescimento.

Segundo ALFENAS et glii (1991), para a
extracdo de proteinas para eletroforese em fungos, deve-se
coletar o micelio de todas as culturas na fase exponencial
de crescimento, para reduzir a agdo de enzimas proteocliti-
cas e a expressdo de genes em TfTuncdo da diferenciac3o dos
tecidos. A agdo de enzimas proteoiiticas pode ser uma
explicacido plausivel para o desaparecimento de bandas na
eletroforese de linhagens com 10 dias de crescimento em
relagdo as de 7 dias. Eletroforese de proteinas utilizando-
se culturas crescidas a 28°C durante 7 dias, foli empregada
por De CONTI et alii (1980) para a caracterizacldo de onze

linhagens de Metarhizium anisopliae.

Como pode ser observado na figura 3, a
linhagem mutante E&.7  apresenta um numero de bandas supe-—
rior & selvagem E&6 da gual foi obtida. A& linhagem MT12 n3o
apresenta uma banda encontrada na linhagem selvagem MT
(banda 4), embora possua uma banda de esterase, observada
por De CONTI et &lii (1980), como sendo caracteristica nas
diferentes linhagens de Metarhizium anisopliae. Esta banda

também encontra—-se ausente na linhagem Eé6. VALADARES
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(1989), utilizando a linhagem E& obtida no mesmo estogque da
linhagem empregada neste trabalho, observou um padrido de
esterases semelhante, sugerindo, apds comparar com o padrio
da linhagem em guest3o reisolada em inseto (E&6.01), que a
auséncia dessa banda na linhagem &S pode estar ligada a
sucessivas replicagens em laboratdrio. Ainda segundo essa
autora, manipulaches em laboratdrio podem produzir alte-
rages nas linhagens de Metarhizium anisopliae, principal-
mente no que se refere a patogenicidade, podendo este fato

estar relacionado & produgdo de enzimas.

Embora nidoc tenha sido possivel diferenciar
as linhagens selvagens baseado nos seus respectivos padries
de esterases (culturas de 7 e 10 dias), essa diferenciacgdo
tornou-se presente no gue tange as linhagens mutantes. Em
vista disso, foi factivel a disting3o das linhagens recom-
binantes como sendo de um ou outro tipo parental. Como pode
ser observado na figura 3, as linhagens recombinantes RHL e
RH2 possuem o mesmo padrido da linhagem parental E&6.7,
engquanto o recombinante RH3 n3o apresenta uma das bandas do
parental supracitado, apontando um possaivel estado aneu-—

pldide do mesmo.

Segundo o observado nas figuras 4,2 e 6,

nenhum dos recombinantes prototrdficos de colorag3oc verde
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analisados gquanto ao padrdo de esterases, & dipldide.

1 1 2 2 3 3 4 4 S a2 & & 7 s s
1. Linhagem selvagem MT

2. Linhagem selvagem E&b

3. Linhagem mutante MT12

4. Linhagem mutante E&6.7

5. Recombinante RH1

6. Recombinante RH2

7. Recombinante RH3

Figura 4: Eletroforese em gel de poliacrilamida. Padrges de
esterases em diferentes linhagens de Metarhizium

anisopliae.
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_MT E6 MT12 E&.7 RH1 RH2 RH3
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Figura 5: Esquema obtido a partir dos padr8es de esterases
de linhagens de Metarhizium anisopliae com 7 dias
de crescimento.
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MT £E6 MT12 E6.7 RH1 RH2 RH3
TR R N foo L] R L
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Figura 6é6: Esgquema obtido a partir dos padrdes de esterases
de linhagens de Metarhizium anispopliae com 10
dias de crescimento.
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S. CONCLUSUES

1. A tecnica de obtencdo de heterocarios de INGLE &
HASTIE (1974), mostrou ser eficiente na obtencdo de
heterocarios entre linhagens de Metarhizium aniso-
pliae.

2. A ocorréncia de um dipldide instavel, com uma rapida
haploidizacg3o, bem como a recuperagdo de recombinan-—
tes sem o prévio isclamento de um dipldide estavel,

confirmam a ocorréncia de parameiose nesta espécie.

3. Segundo o padr3oc de esterases, existe uma elevada
homologia entre as linhagens MT e Eb, podendo as
mesmas virem a constituir uma unica linhagem gue
tenha sido transportada de uma regido (Espirito

Santo) para outra (MT do Sul).
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