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ESTUDOS GENÉTICOS NO FUNGO ENTOMOPATOG~NICO 

Netarhizium anisopliae var anisopliae (Metsch.) Sorokin. 

Autor: JO~O ALENCAR PAMPHILE 

Orientador: PROF. OR. JO~O LÚCIO DE AZEVEDO 

RESUMO 

Marcadores genéticos foram obtidos na linhagem 

MT~ utilizando-se a luz UV como mutagênico. Os mutantes 

foram isolados pelos métodos de isolamento total e enrique-

cimento por filtraç~o. Foram obtidos mutantes simples, 

duplos e triplos. Também foram obtidos segregantes, pelo 

mecanismo parassexual, envolvendo mutantes da linhagem MT e 

E6. Os recombinantes foram analisados por auxonografia, 

alguns deles aquilatados quanto à estabilidade e grau de 

ploidia com a avaliaç~o do crescimento em meio contendo 

Benlate (Benomil) • determinaç~o da quantidade de ONA e 

análise citológica dos conídios. Embora um possível diplói-

de tenha setorizado (onde um setor combinava marcas de 

ambos parentais) n~o foi confirmada sua diploidia. Prova­

velmente estaríamos diante de um diplóide altamente instá­

vel em que tenha sido analisado um recombinante prototrófi-

co do mesmo. A eletroforese de esterases das linhagens 

selvagens, mutantes e recombinantes do heterocário E6.7 + 

MT12 mostrou uma grande homologia entre as linhagens MT e 

E6. Os recombinantes n~o apresentaram diploidia. 
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GENETICS STUDIES IN THE ENTOMOPHATOGENIC FUNGUS 

/'1etarhizium anisopliae var anisopliae (Metsch.) Sorokin. 

SUMMARY 

using U.V. 

Author: JO~O ALENCAR PAMPHILE 

Adviser: PROF. DR. JO~O LÚCIO DE AZEVEDO 

Genetic markers were obtained in the MT strain, 

light as mutagenic. The mutants were isolated 

with the methods of 

enrichment technique. 

total 

It was 

isoIation by the filtration 

obtained simple, double and 

tripIe mutants. It was obtained segregants as well, fr-om 

the par-asexual mecanism, envoIving mutants from the MT 

strain and MT and E6 strains. The recombinants were 

anaIysed by auxonography, some of them evaluated for the 

stability and ploidy leveIs with evaIuation of growth in 

Benlate (Benomyl) medium, determination Df DNA quantity and 

citological anaIysis Df the conidia. Although a possibIe 

diploid was setor-ized (where a setor combinated markers 

from both par-en ts) , its diploid condition was not 

confir-med. Pr-obably we might have a highly unstable diploid 

s train, in wich have been analysed a prototrophic recom-

binant fr-om the same strain. The sterase electrophoreses 

from wiId. mutant and recombinant strains from the 

heterokaryons E6.7 + MT12 showed a wide homology between 

the MT and E6 strains. The r-ecombinants did not presented a 

diploid state. 
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1. INTRODUÇ~O 

o fungo entomopatogenico t1etarhizium 

anisopliae possui uma g~ande importância pa~a o cont~ole 

biológico de p~agas. Assim como oco~~e com out~os 

o~ganismos com aplicaçbes agrícolas~ a eficiência na 

utilizaç~o do fungo em quest~o está ligada ao pleno 

conhecimento da biologia do mesmo~ principalmente no que 

conce~ne aos seus aspectos genéticos. 

Os estudos genéticos do t1etarhizium aniso-

pl iae s~o de grande impo~tância, a medida em que d~o 

condiçbes pa~a a ~ealizaç~o de programas de melhoramento 

da espécie. visando a obtenç~o de linhagens cada vez mais 

eficazes no cont~ole de p~agas em locais 

ca~acte~ísticas distintas. 

Dive~sos isolados tem sido obtidos 

diferentes ~egibes do B~asil, e alguns destacam-se 

maio~ 

~esistência à 

de 

luz 

espo~os, maior 

ult~avioleta. A 

vi~ulência e 

existência de 

com 

nas 

pela 

maior 

uma 

g~ande va~iabilidade natu~al nessa espécie~ denota a 
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relevância em se estudar cada uma dessas linhagens. 

Em vista dos fatores supracitados, teve-se 

como objetivo principal neste trabalho o estudo genético da 

linhagem designada MT, de N. anisopliae , bem como o estudo 

de parassexualidade e parameiose nessa espécie. 
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2. REVIS~ DE LITERATURA 

2.1. Metarhizium anisopliae: classificaç~o e 

desc~iç~o 

o fungo Metarhizium anisopliae é um Deute-

~omiceto pe~tencente à o~dem Moniliales, família Monilia-

ceae. Foi desc~ito pela p~imei~a vez, po~ Metschnikoff, na 

Rússia, em 1879, pa~asitando la~vas de ~nisopliae austria­

ca, sendo ent~o classificado como Entomophthora anisopliae. 

Após uma sé~ie de p~oposiçôes de dive~sos sinônimos, foi 

classificado como Metarhizium anisopliae em 1883 po~ So~o­

kin. 

TULLOCH (1976) em uma ~evis~o sob~e a taxo-

nomia do gêne~o Metarhizium, conside~ou como aceitável a 

existência de somente duas espécies: Metarhizium anisopliae 

e Metarhizium flavoviride. onde a p~imei~a ap~esenta duas 

va~iedades, a va~. anisopliae e a va~. maJor. A va~. 

anisopliae ap~esentando-se com conídios de 3,5 a 9,0 ~m de 
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comprimento (usualmente 5,0 a 8,0 \-Im) e a varo major com 

conidios de 9,0 a 

a 14 \-Im). 

18,0 \-Im de comprimento (usualmente de 10 

Segundo ROMBACH et alii (1987) , TULLOCH 

(1976) usou somente a forma, o tamanho e a cor dos conidios 

para delimitar as espécies e variedades de Metarhi zium; 

dando uma particular ênfase à variabilidade da cor dos 

conid ios quando posi cionou outras duas espécies, 1"1. aI bum e 

M. brunneum como sinônimos de M. ani sopl i ae. Para esses 

espécies de autores, as cores do micélio e conidios em 

Metarhizium possuem somente um valor taxonômico secundário, 

além do que o tamanho dos conidios deve ser mais importante 

para separar variedades do que espécies. 

Ainda segundo esses autores, características 

que possuem valores taxonômicos primários, sendo ent~o 

importantes para a separaç~o de fungos a nível de espécies 

s~o: a forma das células conidiógenas que podem ser ovais 

ou em forma de clava; a cadeia de conídios , que pode estar 

aderida lateralmente em colunas prismáticas (ou, eventual­

relativamente mente, em placas sólidas) ou permanecer 

separada; e a zona subhimenial dos corpos hifais inflados, 

que pode estar ausente ou presente. Em vista disso, contrá-

riamente ao proposto por TULLOCH ( 1976) , posicionaram o 
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Metarhizium album como uma espécie distinta dentro do 

gênero Metarhizium, colocando por sua vez, M. album como um 

sin8nimo de N. brunneum. 

tico, 

RIBA et alii (1990), em um estudo filogené­

utilizando zimogramas e a análise de sequências 28s-

rRNA, analisaram 20 linhagens de Netarhizium, isolados de 8 

áreas diferentes e de 13 espécies de insetos, confirmando a 

separaç~o do gênero Netarhizium em duas espécies. No entan­

to, ROMBACH et alii (1987) citaram que em estudos eletrofo-

réticos de sistema isoenzimáticos em muitas linhagens de 

todos os taxa reconhecidos de Metarhizium (MAY,B. & RO-

BERTS , D . W. , n~o publicado, citados por ROMBACH et alii, 

1987) suportaram a validade de 

eles. 

todos os taxa aceitos por 

A possibilidade de que a varo maJor seja um 

diplóide natural foi aventada por TINLINE & NOVIELLO (1971) 

e corroborada por SAMUELS et alii (1989). Segundo estes 

autores, o aumento na resistência à luz ultravioleta e o 

fracasso em se isolar mutantes auxotóficos,Juntamente com a 

medida de esporos e volume nuclear, proporcionam evidências 

para a natureza diplóide estável dos isolados da varo 

maJor. 
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o fungo Metarhizium anisopliae apresenta-se 

geralmente com conidios uninucleados (TINLINE ,1971), com 

pequena proporç~o de binucleados (LUNA, 1985) ou mesmo 

multinucleados em algumas linhagens (LUNA,1985). Durante a 

germinaç~o os núcleos se dividem e um migra para o tubo 

germinativo enquanto o outro permanece no conidio (VE-

EN,1967; ZACHARUK, 1970). Em conídios multinucleados, 

ocorrem mitoses sucessivas a partir de um núcleo, antes de 

migrarem para os tubos germinativos, sendo que, nestes 

casos, também podem ocorrer conídios septados com emiss~o 

de dois tubos germinativos (LUNA,1985). As hifas s~o fre-

quentemente uninucleadas em seus segmentos hifais, podendo 

ocorrer também dois ou mais núcleos, ou mesmo segmentos 

multinucleados em pontas de hifas (LUNA,1985). A ocorrência 

de anastomoses entre hifas bem como entre conídios parece 

ser comum, o que facilita a obtenç~o de heterocários (TIN-

LINE & NOVIELLO,1971). 

Esse fungo apresenta crescimento ótimo em 

temperaturas entre 25°C e 30°C, onde temperaturas acima de 

30°C prejudicam o desenvolvimento enquanto que abaixo de 

7°C n~o ocorre crescimento (VILACORTA, 1978). Segundo ALVES 

& NOGUEIRA(1984), em temperaturas abaixo de 16°C e acima de 

conídíos é nula, havendo perda de 

viabilidade após exposiç~o à 40°C por 24 horas. Já FERRON 
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(1978) considera que a temperatura ótima para o desenvolvi­

mento e esporulaç~o está entre 27°C e 28°C, onde à tempera­

turas inferiores há um retardo no desenvolvimento,aumento 

na formaç~o do micélio e reduç~o na formaç~o de conídios. 

Ele é tolerante a uma faixa de pH de 2,0 a 

8,5, sendo que 6,9 é a melhor condiç~o para o crescimento e 

esporulaç~o (VEEN,1968). 

H. anisopliae, em relaç~o à fonte nutritiva, 

é pouco exigente. com seu desenvolvimento em diversos meios 

de cultura, com a utilizaç~o como fonte de carbono do 

amido, glicose, glicerina, levulose, maltose, sacarose e 

qui tina (HUBER, 1958; LIHNELL, 1944). o meio mínimo e o 

meio completo para ~spergillus nidulans de PONTECORVO 

(1953), ou de PONTECORVO (1953), modificados por AZEVEDO & 

COSTA (1973) constituem excelentes meios de cultura para 

Hetarhizium anisopliae, tendo sido empregados por diversos 

autores (MESSIAS & AZEVEDO, 1980; SILVEIRA & AZEVEDO, 1984; 

BAGAGLI et alii, 1991). 

Dentre os diversos agentes causadores de 

micose em insetos, o fungo Netarhizium anisopliae assume um 

importante papel (BURGES,1981). Tendo sido usado desde 1880 

procurando-se controlar uma variedade de insetos pragas 
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(MULLER-KOGLER, 1965; VEEN, 1968 apud AL-AIDROOS & ROBERTS, 

1978), como Nilaparvata lugens, importante praga do arroz 

(SAMUELS et alii, 1989); Liriomyza spp. mosca minadora de 

folhas de plantas cultivadas (BORDAT et alii, 1988); Bron-

tispa longissima, praga das palmáceas (LIU et alii, 1989); 

Perkinsiella saccharicida, Aeneolamia varia saccharina, 

pragas em cana-de-açúcar (RICO & VICTORIA, 1988; ALLARD et 

alii,1990); Coptotermes curvignathus (Isoptera: Rhinotermi­

tidae), uma praga de muitas árvores incluindo as frutíferas 

(SAJAP & KAUR,1990); Glossina morsitans morsitans conhecido 

como tsetse (KAAYA et alii, 1991), dentre outros. 

No Brasil, este fungo vem sendo utilizado no 

controle biológico da cigarrinha da cana-de-açúcar, /'1aha-

narva posticata e /'1ahanarva fimbriolata (ALVES, 1986), e 

das pastagens, Deois flavopicta e Zulia entreriana (VEIGA, 

1979). Também tem sido verificado sua patogenicidade em 

outros insetos pragas como Diatraea saccharalis (ALVES et 

aI ii, 1984); Hypothenemus hampei (LECUONA et alii, 1986); 

Ceratitis capitata (GARCIA et alii, 1989); Solenopsis spp 

(STIMAC et alii, 1987); Atta sexdens piriventris (DIEHL-

FLEIG et alii, 1988); Oebalus poecillus (MARTINS et alii, 

1987); bem como em insetos de interesse médico como Rhod­

nius prolixus (SILVA & MESSIAS, 1985) e Pantrongylus proli­

xus (MARINHO et alii, 1987). 
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Além do inte~esse no cont~ole de p~agas, o 

fungo /'1. anisopliae também vem despe~tando inte~esse com 

p~oduç~o de substâncias fa~macológicas como 

antibióticos e imunomodulado~es (ITO-KAGAWA et alii, 1984; 

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

Embo~a cada fungo e cada inseto hospedei~o 

possam ap~esenta~ ca~acte~ísticas p~óp~ias na instalaç~o e 

desenvolvimento da micose, geralmente tudo começa com o 

espo~o do fungo ent~ando em contato com a cutícula do 

inseto. Encont~ando aí condiçôes favo~áveis esse espo~o 

ge~mina e emite uma est~utu~a, o ap~essó~io que fo~ça a 

cutícula e nela penet~a. S~o ent~o p~oduzidas hifas no 

inte~io~ do hospedei~o que, vencendo as ba~~ei~as natu~ais 

do mesmo tomam conta do co~po intei~o. Nesse p~ocesso est~o 

envolvidas enzimas e toxinas p~oduzidas pelo fungo cuja 

funç~o é facilita~ a penet~aç~o das hifas, causando desi-

d~ataç~o e degene~aç~o p~og~essiva dos tecidos. Há final-

mente a mo~te do hospedei~o que fica du~o, com aspecto 

mumificado e pode fica~ cobe~to de espo~os que se fo~mam a 

pa~ti~ das hifas que 

MESSIAS, 1985). 

eme~gem do inseto atacado (AZEVEDO & 

SAJAP & KAUR ( 1990) • em um t~abalho de 

histopatologia do /'1etarhizium anisopliae no te~mite Copto-
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termes curvignathus most~aram a ontogenia do fungo. Decor-

ridas 

houve 

24 ho~as do contato dos conídios com a cutícula, 

a ge~minaç~o dos mesmos. O tubo ge~minativo penet~ou 

na cutícula e em seguida a hifa invadiu os tecidos. Os 

termites infectados mo~reram ent~e 36 e 48 horas após a 

inoculaç~o. A completa colonizaç~o do termite, contudo, n~o 

evidente até 72 horas após a inocu-foi histológicamente 

laç~o. Neste estágio, todas as partes dos ó~g~os inte~nos 

do inseto fo~am infectados. O micélio começou a eme~gi~ da 

cutícula a pa~tir da 100·· ho~a e, massas compactadas de 

conidióforos p~oduzindo 

após a inoculaç~o. 

conídios fo~am fo~mados 120 ho~as 

A respeito da especificidade do fungo Netar-

hizium aos insetos, é válido cita~ que, segundo ST. LEGER 

et alii (1991), a topog~afia da supe~fície onde os espo~os 

entram em contato, influencia a fo~maç~o do ap~essó~io. Em 

cutículas de 

similarmente 

Manduca a ge~minaç~o dos espo~os oco~~eu 

em supe~fícies ir~egula~es e supe~fícies 

lisas, contudo, a formaç~o do apressó~io foi favo~ecida po~ 

superfícies lisas. Em decor~ência do fato de que a produç~o 

de apressório seja sensível aos detalhes da supe~fície do 

inseto, cutículas de insetos n~o hospedei~os pode~iam 

possuir uma topog~afia que p~eveni~ia a formaç~o ap~esso-

rial ou causa~ia a sua fo~maç~o em um luga~ e~rado, ent~o 
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p~ovidenciando uma ba~~ei~a à infecç~o. 

2.2. Metarhizium anisopliae: va~iabilidade e genética 

Mutaçôes gênicas e mutaçbes est~utu~ais e 

numé~icas s~o as ~esponsáveis pela va~iabilidade ent~e e 

dent~o das espécies. A mutaç~o tem ent~o que se~ levada em 

conside~aç~o como o p~incipal fato~ de va~iabilidade (AZE-

VEDO, 1976). 

Segundo AZEVEDO & MESSIAS (1985), dive~sas 

ca~acte~ísticas pesquisadas em Metarhizium anisopliae tais 

como o tempo de ge~minaç~o, o c~escimento linea~ em dife-

~entes meios de cultivo, a quantidade de espo~os produzi-

dos, o tamanho desses espo~os, a influência de fato~es do 

ambiente no c~escimento e na produç~o de espo~os (tempe~a-

tu~a, dife~entes intensidades de luz e comprimento de 

onda), a p~oduç~o de enzimas exógenas (amilases, lipases, 

quitinases, etc.) a ~esistência à agentes físicos e quími-

cos tais como ~adiaç~o ult~a-violeta, ~adiaçbes ionizantes, 

fungicidas e out~os inibido~es, a vi~ulência f~ente a 

dife~entes hospedei~os, a va~iabilidade elet~ofo~ética nos 

isolados, etc., indica~am uma g~ande va~iabilidade natu~al 

já existente na espécie. 
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LUNA (1985) em um detalhado estudo citológi­

co e mo~fológico de linhagens selvagens, mutantes e diplói-

des de M. anisopliae, obse~vou uma ampla va~iabilidade 

genética ent~e estas linhagens. Detectando ainda duas 

linhagens (A4 e MS) bastante dive~gentes das demais, tendo 

sido suge~ido como uma nova va~iedade ou mesmo uma nova 

espécie do gêne~o Metarhizium. At~avés de análises citoló­

gicas, a auto~a p~opôs a existência de 6 g~upos de ligaç~o, 

podendo este núme~o va~ia~ nas dife~entes linhagens. 

Em todo o estudo com fungos deve-se leva~ em 

conta a mutaç~o; p~incipalmente em estudos de Genética de 

Fungos a mutaç~o é o fato~ essencial sem o qual qualque~ 

t~abalho de pesquisa com fungos fica difícil de se~ ~eali-

zado. É devido a isso que os fungos mais bem estudados 

geneticamente ap~esentam um eno~me núme~o de mutantes 

obtidos espontaneamente ou induzidos po~ agentes mutagê-

nicos (AZEVEDO ,1976). 

Em Metarhizium anisopliae, dive~sos mutantes 

fo~am obtidos , seja com o uso de mutagênicos ( AL-AIDROOS 

y& SEIFERT, 1980; SILVEIRA & AZEVEDO, 1984; ROBERTS & MES­

SING-AL-AIDROOS, 1985; HEALE et alii,1989; BAGAGLI et alii, 

1991), seja natu~almente, com o isolamento de mutantes 

espontâneos (AL-AIDROOS & ROBERTS, 1978). 
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AL-AIDROOS & ROBERTS (1978) isolaram mutan-

tes espontâneos mais virulentos à larvas de mosquitos do 

que a linhagem selvagem de n. anisopliae . Os autores 

consideraram esses mutantes como sendo hipervirulentos. 

Ainda esses autores, consideraram que a hipervirulência 

estava associada com a germinaç~o precoce, esporulaç~o 

precoce e densa e aumento da produç~o de dextruxina. 

AL-AIDROOS & SEIFERT (1980) descreveram 

mutantes deficientes para a degradaç~o de amido eficientes 

em penetrar larvas de mosquito, germinar e esporular mais 

rapidamente e produzir mais toxinas que a linhagem selva­

gem, também sendo caracterizados como hipervirulentos. 

técnica de 

SILVEIRA & AZEVEDO (1984) desenvolveram uma 

filtraç~o para a obtenç~o de mutantes auxotó-

ficos do fungo n. anisopliae com um incremento de 23 até 61 

vezes no número de mutantes 

isolamento total. 

Foram isolados 

em relaç~o ao processo de 

em n. anisopliae mutantes 

morfológicos e auxotróficos com o objetivo de serem empre­

gados como marcadores genéticos para estudos de heteroca­

riose (TINLINE & NOVIELLO, 1971), parassexualidade (AL­

AIDROOS. 1980; MESSIAS & AZEVEDO, 1980) e parameiose (BAGA-
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GLI et alii.1991). 

Os estudos genéticos em M. anisopliae real-

mente só tiveram início com a detecç~o de heterocariose por 

TINLINE & NOVIELLO ( 1971 ) , que obtiveram heterocários 

através do emprego de mutantes auxotróficos. 

Segundo AZEVEDO (1976), a heterocariose é o 

passo inicial para o ciclo parassexual que só pode ter 

início através da mesma. 

Sendo um deuteromiceto e, portanto n~o pos­

suindo ciclo sexual, o M. anisopliae teve na parassexuali­

dade uma alternativa ao sexo, ampliando-se dessa forma a 

possibilidade de ser estudado geneticamente. 

O ciclo parassexual foi descoberto pela 

primeira vez em fungos por PONTECORVO & ROPER em 1952 e, 

segundo AZEVEDO (1976), consiste (em resumo) na fus~o de 

núcleos haplóides de genótipos diferentes em um heterocá-

rio, dando assim um núcleo diplóide. Este, por divis~es 

mitóticas vai produzindo novos núcleos diplóides. Por sua 

vez, esses diplóides pOdem sofrer permuta mitótica resul-

tando recombinantes que se diferenciam do diplóide origi-

nal. Também por n~o-disjunç~o mitótica, o diplóide pode 
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passa~ po~ dive~sas fases de aneuplodia e o~igina~ haplÓi­

des . 

o ciclo pa~assexual foi. pela p~imeira vez, 

descrito em N. anisopliae por MESSIAS & AZEVEDO (1980), 

esses auto~es utilizaram marcadores morfológicos (coloraç~o 

dos conídios) e auxotróficos pa~a o assinalamento do ciclo 

em quest~o com a obtenç~o de heterocário, diplóides e 

recombinantes, tendo sido confirmado quase que 

simultaneamente por AL-AIDROOS em 1980. 

MESSIAS & AZEVEDO (1980), por isolarem majo-

~itáriamente setores haplóides do tipo parenta 1 , inferi~am 

a existência de pelo menos 4 grupos de ligaç~o nesse fungo. 

BERGERON & AL-AIDROOS (1982) propuseram, via 

estudo parassexual. a existência de 5 grupos de ligaç~o 

para N. anisopliae, ~elacionando as marcas morfológicas LlQ 

e tan ao grupo de ligaç~o 1 (g.l.I); a auxotrófica lisina 

(~) ao g.1.2; a resistência à acriflavina (ACR2) e a 

auxot~ófica metionina (metI) ao g.1.3; a morfológica brn e 

a auxotrófica adenina (adel) ao g.1.4 e a resistência à 

acriflavina (ACR5) ao g.1.5. 

MAGOON & AL-AIDROOS (1986) descreveram um 
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mapa de ligaç~o do M. anisopliae onde duas novas mutaç~es 

(lem e ade2) foram localizadas e a ligaç~o entre as marcas 

préviamente estudadas por BERGERON & AL-AIDROOS (1982) 

foram confirmadas. Esses autores também apresentaram duas 

possíveis vias metabólicas para a formaç~o da pigmentaç~o 

selvagem verde nos esporos de M. anisopliae. 

Outro processo de recombinaç~o existente em 

M. anisopliae é a parameiose. Este termo foi proposto por 

BONATELLI et alii (1983) para designar o tipo de instabili­

dade que os núcleos diplóides apresentavam no fungo Asper­

gillus niger, com uma alta taxa de recombinaç~o ocorrendo 

nos heterocários. 

O processo parameiótico é uma variaç~o do 

ciclo parassexual. Presumivelmente, em algumas espécies de 

fungos, os diplóides formados em heterocários s~o extrema­

mente instáveis e, assim, sofrem haploidizaç~o e/ou permuta 

mitótica na própria hifa heterocariótica. Resultam assim, 

núcleos recombinantes, que s~o incorporados aos conidios 

produzidos pelo heterocário (AZEVEDO, 1989). 

SILVEIRA & AZEVEDO (1987) detectaram a ocor-

rência desse processo em M. anisopliae quando, através de 

cruzamentos inter e intra-linhagens, via fus~o de proto-
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plastos, observaram a exist~ncia de produtos recombinantes 

com as características das duas linhagens parentais sem que 

houvesse um diplóide intermediário. 

BERGERON & MESSING-AL-AIDROOS (1982) já 

haviam mostrado a possibilidade de haplóides recombinantes 

serem obtidos diretamente de heterocários, bem como a 

elevada instabilidade dos diplóides. 

A ocorrência da parameiose em M. anisopliae 

foi estudada em maior profundidade por BAGAGLI et alii 

(1991) que, com a detecç~o de recombinantes haplóides no 

heterocário em alta frequ~ncia, além das evid~ncias de 

permuta mitótica, consideraram a factualidade da mesma. 

As possibilidades do melhoramento genético 

de fungos entomopatogênicos fica, assim, bastante ampliada 

com a existência da parameiose. Nesses casos, a simples 

construç~o de um heterocário e seleç~o em meio apropriado, 

de conídios recombinantes, permite a obtenç~o de linhagens 

que combinam características nucleares e citoplasmáticas 

dos pais envolvidos. Como recombinantes prototróficos s~o 

obtidos. os recombinantes podem aliar características 

favoráveis dos pais para o controle biológico, sem possuir 

marcadores auxotróficos e de coloraçôes distintas da linha-
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gem selvagem que, em geral, s~o deletérias para o cresci-

mento e eficiência no ataque aos insetos-pragas (AZEVEDO, 

1989) . 

Outra forma de recombinaç~o em N. anisopliae 

é a fus~o de protoplastos. Esta metodologia veio dar a 

instrumentalizaç~o necessária para o geneticista transpor 

as barreiras de incompatibilidade, a nível de parede, 

entre linhagens distintas dessa espécie no que concerne à 

obtenç~o de heterocários e, por conseguinte, de recombinan­

teso 

A metodologia de fus~o de protoplastos em N. 

anisopliae foi definida por SILVEIRA & AZEVEDO (1987). Os 

protoplastos foram obtidos após tratamento com enzimas 

líticas usando KCl como estabilizador osmótico. A frequên-

cia de regeneraç~o variou de 1,2 a 3,01. e a frequência de 

fus~o variou de 0,9 a 44,1 em 10 0 protoplastos. 

FRIGO (1983) , utilizando uma variaç~o da 

técnica empregada pelos autores supracitados, a técnica do 

"doador morto", onde uma das linhagens utilizadas (MT) era 

morta por luz ultravioleta, evitando-se dessa forma o passo 

relacionado à obtenç~o de marcadores genéticos nessa linha-

gem, obteve uma frequência de fus~o de 41,0 em 10~ proto-
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plastos, valor esse semelhante ao obtido por SILVEIRA & 

AZEVEDO (1987). 

VEGA (1992), demonstrou que a capacidade de 

regeneraç~o dos protoplastos de conídios é bem maior que a 

dos protoplastos oriundos de micélio. 

O melhoramento genético fica dessa forma 

amplificado com a possibilidade de cruzamentos até mesmo 

inter-específicos. 

Além das técnicas convencionais de melhora-

mento genético do fungo via ciclo parassexual e parameiose 

e de processos biotecnológicos como a fus~o de protoplas­

tos, a tecnologia do DNA recombinante, com o emprego de 

técnicas moleculares mais avançadas, veio ampliar ainda 

mais a possibilidade de se conseguir linhagens cada vez 

mais aptas ao controle biológico de pragas. 

Em vista disso, L.BERNIER et alii (1989), 

transformaram o N. anisopliae para a resistência ao fungi-

cida benomil usando o cosmídio pSV50 com o gene da ~-tubu-

lina clonado de um mutante resistente ao benomil de Neuros-

pora crassa. Os transformantes retiveram a capacidade de 

infectar e matar larvas de Nanduca sexta. Dois transforman-
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tes fo~am menos vi~ulentos do que o tipo selvagem e um 

deles most~ou uma meno~ ge~minaç~o dos espo~os in vitro. A 

~esistência ao benomil pe~sistiu nos ~eisolados dos insetos 

mo~tos. 

GOETTEL et alii (1990), t~ansfo~ma~am o N. 

anisopliae pa~a a ~esistência ao mesmo fungicida usando o 

plasmidio pBENA3 que continha o alelo benA3 de Aspergillus 

nidulans. Os t~ansfo~mantes também fo~am patogênicos à 

Nanduca sexta. Esses auto~es ainda ~essaltam o fato desses 

estudos demonst~a~em o potencial do uso de linhagens t~ans-

gênicas de fungos entomopatogênicos em conjunto com out~os 

componentes do cont~ole de pestes como os fungicidas. Dessa 

fo~ma, as linhagens t~ansgênicas pode~iam se~ usadas pa~a o 

cont~ole de pestes ao mesmo tempo em que fungicidas s~o 

aplicados pa~a cont~ola~ fungos patógenos de plantas. 



3. MATERIAL E M~TODOS 

3.1. Linhagens de M.anisopliae var 
anisopliae utilizadas 

Linhagem Fenótipos* 

MT selvagem 

E6.2 via ade- met-

E6.7 via met- bio-

E9.20 ylo leu- ade-

21 

Observaçe1es 

1 

2 

3 

2 

#1- Linhagem selvagem procedente do Estado do Mato Grosso 

do Sul. 

#2- Mutante obtido por BAGAGLI (1987). 

#3- Mutante obtido por SILVEIRA (1983). 

* - ade, bio, leu, met, designam respectivamente requisitos 
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nutricionais para adenina, biotina, leucina e metionina. 

~ e vio designam coloraç~o amarela e violeta, em 

contraste à coloraç~o verde selvagem. 

As linhagens MT, E6.2 e E9.20 utilizadas foram as do 

estoque do Setor de Genética de Microrganismos do Departa­

mento de Genética da ESALQ/USP. 

A linhagem E6.7 foi cedida por Eduardo Bagagli do Depar­

tamento de Microbiologia e Imunologia da UNESP. 

3.2. Meios de Cultura e Soluçbes 

3.2.1. Meio mínimo (MM) (PONTECORVO et alii. ,1953). 

NaN03 .............•••............. 6,Og 

KH2P04 .......................•.••.• 1 , 5g 

KCl .............••................. O,5g 

MgS04 . 7H20 ...................•..... ° , 5g 

FeS04 ...............•...........• 0, 00lg 

ZnS04 ...........•................ O,OOlg 

G 1 i cose ........................... 10, Og 

~gar .............................. 15,Og 

~gua destilada .................. 1 litro 

pH ajustado para 6,8 com NaOH 41. 
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3.2.2. Meio completo sólido (MC) (PONTECORVO, 1953, 

modificado por AZEVEDO & COSTA, 1973) 

Foi adicionado ao meio mínimo: 

Extrato de levedura .....•......••....... 2,Og 

Peptona ........•............•........... 2,Og 

Caseína hidrolisada ..................•.. 1,5g 

Soluç~o de vitaminas ................... 1,Oml 

pH ajustado para 6,8 com NaOH 4% 

3.2.3. Meio mínimo líquido (PONTECORVO et al.,1953) 

Preparado segundo o ítem 3.2.1., n~o sendo 

adicionado ágar. 

3.2.4. Meio completo líquido 

Preparado segundo o ítem 3.2.2., n~o sendo 

adicionado o ágar. 

3.2.5. Meio mínimo mais 2% de meio completo e meio 

mínimo mais 4% de meio completo. 

Em tubos de ensaio, foram adicionados 2,5 ml 

de meio mínimo líquido mais 21. de meio completo líquido e 
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meio mínimo mais 4% de meio completo liquido, respectiva-

mente. Estes tubos foram autoclavados e conservados em 

refrigerador. 

3.2.6. Meio Mínimo liquido para crescimento de 

micélio 

Ao meio mínimo preparado segundo o i tem 3.2.3., 

foram adicionados requisitos para cada marca auxotrófica . 

3.2.7. Soluç~o de vitaminas 

Ácido nicotínico . ................. 100,Omg 

Ácido ~-aminobenzóico .........•...• l0,Omg 

Biotina ......•.•.................... 0, 2mg 

Piridoxina ......................... 50,Omg 

Riboflavina ...... ..............•.. 100,Omg 

T iamina ............................ 50, Omg 

Água destilada esterilizada ....... 100,Oml 

A soluç~o foi aquecida em banho-maria a 98°C 

por 15 minutos e guardada em frasco escuro, no refrigera­

dor a 4°C. 



3.2.8. Suplementos adicionados ao meio 

mínimo 

Estoques de suplementos foram preparados~ 

adicionando-se cada um deles em frascos contendo água 

destilada esterilizada. Estes foram aquecidos em banho-

maria (98°C) por 15 minutos e conservados em refrigerador a 

4°C ( os estoques de vitaminas foram conservados em frascos 

escuros). 



SUPLEMENTO 

Adenina 
Metionina 
Lisina 
Prol ina 
Leucina 
Cisteína 
Arginina 
Cistina 
Alanina 
Valina 
Isoleucina 
Ác. Aspártico 
Ác. Glutâmico 
Treonina 
Histidina 
Serina 
Fenilalanina 
Triptofano 
Tirosina 
Biotina 
Pirodoxina 

SOLUÇ~O 

ESTOQUE 

(quantidades 
adicionadas à 
10ml de água 
destilada e 
esterilizada 

50,Omg 
100,Omg 
100,Omg 
100,Omg 
100,Omg 
100,Omg 
100,Omg 
100,Omg 
100,Omg 
100,Omg 
100,Omg 
100,Omg 
100,Omg 
100,Omg 
100,Omg 
100,Omg 
100,Omg 
100,Omg 
100,Omg 

Ác. p-aminobenzóico 
Tiamina 

0,4mg 
0,5mg 
0,5mg 
0,5mg 

Ác. Nicotínico 
Riboflavina 

1mg 
1mg 

QUANTIDADE CONCENTRAÇ~O 

ADICIONADA FINAL NO 
MEIO 

POR PLACA DE CULTURA 
(19,9 ml 
de meio de 
cultura) 

0,1ml 
O,lml 
0,1ml 
0,1ml 
0,1ml 
0,1ml 
0,1ml 
0,1ml 
0,1ml 
0,1ml 
0,1ml 
0,1ml 
0,1ml 
0,1ml 
0,1ml 
0,1ml 
0,1ml 
0,1ml 
0,1ml 
0,1ml 
0,1ml 
0,1ml 
0,1ml 
0,1ml 
0,1ml 

251-lg /m l 
50l-lg/ml 
50l-lg/ml 
50l-lg/ml 
50l-lg/ml 
50l-lg/ml 
50l-lg/ml 
50l-lg/ml 
50l-lg/ml 
50l-lg/ml 
50l-lg/ml 
50l-lg/ml 
50l-lg/ml 
50l-lg/ml 
50l-lg/ml 
50l-lg/ml 
50l-lg/ml 
50l-lg/ml 
50l-lg/ml 

0,201-lg/ml 
0,251-lg /m l 
0,251-lg /ml 
0,251-lg /m l 
0,501-lg/ml 
0,501-lg/ml 

3.2.9. Soluç~o salina (0,851.) 
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Preparou-se uma soluç~o de 8,5g de NaCl em 

1000 ml de água destilada. A soluç~o foi distribuída em 

frascos (9ml para cada frasco) autoclavada e conservada no 
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refrigerador a 4°C. 

3.2.10. Soluçâ:o de "Tween" 80 (0,11.) 

Foram adicionados 0,1 ml de "Tween" 80 em 

100 ml de água destilada com homogeneizaçâ:o e 2,5 ml da 

soluç210 foram colocados em tubos de ensaio,que foram a 

seguir autoclavados e conservados no refrigerador a 4°C. 

3.2.11. Soluçâ:o de caseina hidrolisada 

Preparou-se a soluÇ210, dissolvendo-se 100 mg 

de caseína hidrolisada em 10 ml de H~O destilada esteri-

lizada. Esta foi aquecida em banho-maria (98°C) por 15 

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

3.2.12. Soluçâ:o estoque de Benlate (Benomil) 

Preparou-se a soluÇ210 dissolvendo-se 30 mg 

de Benlate em um pouco de acetona, acertando-se o volume 

para 30 ml com água destilada esterilizada (concentraçâ:o 

final de lmg/ml). Esta foi aquecida em banho-maria 

por 15 minutos e a seguir conservada em refrigerador a 4°C. 



3.2.13. Soluç~o de albumina 50% (TANAKA et alii, 

1979) 
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Todo o volume da cla~a de um ovo foi colo­

cado em um Becke~ e picotado com tesou~a pequena por ce~ca 

de 1 ho~a, vaga~osamente sem deixa~ fo~ma~ espumas. Fil-

t~ou-se em gase ( o p~ocesso é lento 

Ao volume filt~ado adicionou-se igual 

ce~ca de 3 ho~as). 

volume de glice~ina 

(1:1). A soluç~o foi gua~dada 

adicionando-se uma pequena porç~o de cânfo~a 

na p~ese~vaç~o). 

3.2.14. Soluç~o de Giemsa 

(pa~a ajuda~ 

Giemsa em pó .•...•.....•.... 1,0 g 

Glice~ina ................. 66,0 ml 

Metanol ........•.......... 66,0 ml 

Mistu~ou-se o Giemsa com glice~ina a 60°C. 

Após resfriamento foi adicionado o metanol. Filt~ou-se e a 

soluç~o co~ante foi armazenada em f~asco escu~o a tempe~a­

tu~a ambiente. 
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3.2.15. Soluçâo de HCI iN 

HCI concentrado ..•......... 82,50ml 

Água destilada ............ 1000,Oml 

A soluçâo foi conservada à temperatura am-

biente. 

3.2.16. Tamp~o fosfato pH 6,9 (O,2M) 

Soluçâo A 

NaH 2 P0 4 ••••••••• ••••••••••• 24,Og 

Água destilada ..... ...... 1000,Oml 

Soluçâo B 

Na 2 HP0 4 •••••••••••••••••••• 28, 4g 

Água destilada .••........ 1000,Oml 

As soluçbes A e B foram conservadas no re­

frigerador sendo o tampâo fosfato preparado no momento de 

uso, misturando 45,Oml de soluç~o A com 55,Oml de soluç~o 

B. 

3.2.17. Soluçbes de ácido perclórico 

A partir do ácido perclórico 11,64 N, foram 



p~epa~adas vá~ias soluçbes com no~malidades diferentes: 

HCl0 4 0~2 N 

HCl0 4 1~5 N 

1 ml de HCl0 4 : 57,2 ml de água 

1 ml de HCl0 4 : 6,8 ml de água 

HCI0 4 3,75 N ..... 1 ml de HCI0 4 : 2~1 ml de água 
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As soluç~es fo~am p~epa~adas em banho gelo­

água~ em f~ascos escu~os e guardados sob ~ef~igeraç~o. 

3.2.18. Soluç~o de KOH 0,3 N 

A um volume de 80 ml de água foi acrescen­

tado 13,94 g de KOH. 

3.2.19. Soluç~o de acetaldeido (1,6 mg/mI) 

A um volume de 100 ml de água, foi acrescen­

tado 205,12 ~1 de acetaldeido P.A.(onde 11 de acetaldeido 

co~~esponde a 0,78 Kg). A soluç~o foi gua~dada em f~asco 

escu~o com tampa esme~ilhada, no ~ef~ige~ado~. 
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3.2.20. Soluç~o de difenilamina 4% 

Colocou-se 4 9 de difenilamina pura em 100 

ml de ácido acético glacial. Conservou-se no escuro e à 

temperatura ambiente. A soluç~o foi preparada no dia de 

uso. 

3.2.21. Soluç~o estoque de DNA 

Em 20 ml de ácido perclórico 1,5 N foram 

diluídas 30 mg de DNA purificado. A soluç~o foi colocada em 

frasco escuro e guardada sob refrigeraç~o. 

3.2.22. Reagentes usados para eletroforese em gel 

de poliacrilamida (PACCOLA-MEIRELLES et 

alii, 1988) 

3.2.22.1. Soluç~o estoque de Acrilamida 

Acrilamida ............. 75 9 

Bis-acrilamida .......... 2 9 

H=O destilada ........ 250 ml 



Filt~ou-se a soluç~o e manteve-se em 

~ef~igerado~. 

3.2.22.2. Tamp~o do gel sepa~ado~ pH 8.9 

T~is-base ............ 45,75 9 

H~O destilada ........ 60,0 ml 

Ajustou-se o pH pa~a 8,9 com HCI iN. 
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Completou-se o volume pa~a 100 ml com H~O 

destilada. A soluç~o foi filt~ada e mantida à tempe~atu~a 

ambiente. 

3.2.22.3. Tamp~o do gel empilhado~ pH 6.8 

T~is-base ............ 7,475 9 

H~O destilada ........ 60,0 ml 

Ajustou-se o pH pa~a 6.8 com HCI iN e com-

pletou-se o volume pa~a 100 ml com H~O destilada. 
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3.2.22.4. Tamp~o do tanque - pH 8,9 (10 X) 

Tris-base ............ 63,2 9 

Glicina .............. 39,9 9 

H~O destilada ...... 900,0 ml 

Sob agitaç~o, dissolveu-se os produtos e 

completou-se o volume para 1000,0 ml. No momento do uso a 

soluç~o foi diluída para IX. 

refrigerador. 

A soluç~o foi mantida em 

3.2.22.5. Gel separador a 10% 

Tamp~o do gel separador 

(item 3.2.23.2.) ..•..•..•. 1,5ml 

Acrilamida(ítem 3.2.23.1.)5,Oml 

~gua destilada •.......•... 8,4 ml 

Perssulfato 

de amônia (10%) .......... 0,113ml 

TEMED .................... ° , 005m I 

3.2.22.6. Gel empilhador a 4% 

Tamp~o do gel empilhador 
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(ítem 3.2.23.3.) ....... 0,75 ml 

Acrilamida 

(ítem 3.2.23.1.) ...•... 1,00 ml 

Água destilada ......... 5,70 ml 

Persulfato 

de amônio ....... (101.) 0.056ml 

TEMED ................. 0,0075ml 

3.2.22.7. Tamp~o da amostra 

Glicerol ................... 5,0 ml 

Tamp~o do gel empilhador ... 2,5 ml 

Azul de bromofenol .•....... 2,5 mg 

Completou-se o volume para 25 ml com H~O 

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

3.2.22.8. Soluç~o corante para esterase 

(SHAW & PRASAD, 1970). 

3.2.22.8.1. Estoques 

A) C(-naftil acetato ........ 0,1 g 

Acetona ................ 5,0 ml 



H~O destilada .......... 5,0 ml 

B) 8-naftil acetato ........ O,l g 

Acetona ................ 5,0 ml 

H~O destilada ........•. 5,0 ml 

3.2.22.8.2. Co~ante 

Fast Blue RR" .....•.....• 50,0 ml 

T~is-HCl 0,5 M pH 7,1 ••... 5,0 ml 

a-naftil acetato ......... 0,75 ml 

8-naftil acetato ....••... 0,75 ml 

H~O destilada •........... 43,5 ml 

3.3. P~epa~o de filt~os, palitos de t~ansfe~ência e 

este~ilizaçi:1o. 
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3.3.1. Sistema de filt~o pa~a técnica de en~iqueci­

mento. 

No inte~io~ de filt~os de vid~o fo~am fixa­

das 6 camadas de gaze com o auxilio de fita c~epe. Este 
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conjunto foi envolto em papel de alumínio e autoclavado por 

15 minutos a 120°C. 

3.3.2. Filtros Buchner para filtraç~o de micélio. 

Estes foram preparados, mantendo-se em seu 

interior duas folhas de papel de filtro. Envolveu-se em 

papel de alumínio e papel 

minutos a 120°C. 

comum e autoclavou-se por 15 

3.3.3. Uso de palitos para transferência de colô­

nias. 

Palitos roliços adquiridos no comércio foram 

lavados em água por 6 vezes consecutivas e ent~o esteri-

lizados em forno por 3 horas. Depois de usados, foram 

novamente lavados, 

rior. 

secos e esterilizados 

3.3.4. Esterilizaç~o e incubaç~o 

para uso poste-

Os meios de culturas e as soluçbes foram 
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esterilizadas em autoclave por 15 minutos a 120°C (exceto 

nos casos assinalados). Os frascos que necessitaram ser 

utilizados e esterilizados, foram autoclavados a 120°C por 

15 minutos. A temperatura de incubaç~o foi de 28°C. 

3.4. Sobrevivência à luz ultravioleta 

Suspens~o de conídios da linhagem selvagem 

MT em tween 80 foi observada ao microscópio com o auxílio 

de uma Câmara de Neubauer, para se estimar o número de 

conídios por mililitro. Esta suspens~o foi diluída em 

soluç~o salina (1:10), colocada em placa de Petri esteri-

lizada, irradiada com luz ultravioleta ( Marca MINERALIGHT 

- Mod.R52 - Ultra-Violet Prod. INC. USA - 60 AMPs. ), em 

diferentes tempos de exposiç~o a uma distância de 12,5 cm 

da lâmpada. Após cada irradiaç~o, diluiçbes apropriadas 

foram feitas em soluç~o salina 0,85% e 0,1 ml foi semeado 

em placa contendo MC. As placas foram incubadas a 28°C em 

ausência de luz. Findo este período, as colônias sobrevi-

ventes foram contadas e procedeu-se o cálculo da curva de 

sobrevivência. tomando-se o número de colônias obtidas no 

tempo O minutos como 100% de sobrevivência. Foi estimado 

deste modo, o tempo de irradiaç~o que permitia 5% de sobre­

vivência para a linhagem. 
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3.4.1. Obtenç~o de mutantes auxot~óficos 

A obtenç~o de mutantes auxot~óficos foi 

~ealizada po~ dois tipos de t~atamentos: o p~imeiro por 

i~~adiaç~o e isolamento total e o segundo por irradiaç~o e 

en~iquecimento po~ filt~aç~o. 

3.4.1.1. I~~adiaç~o e isolamento total 

Conídios da linhagem MT selvagem, com 8 dias 

de c~escimento, fo~am transferidas para um tubo de ensaio 

contendo soluç~o de tween 80 (0,11.). A concentraç~o desta 

soluç~o foi determinada como descrito no ítem 3.4., 

irradiada da mesma forma no tempo de 3 mino e 37 sego 

sendo 

A suspens~o i~radiada foi diluída e dessa 

diluiç~o semeou-se 0,1 ml por placa de Petri, contendo MC. 

A segui~ as placas foram incubadas a 28°C, por 7-8 dias. 

Após este tempo, conídios das várias colônias fo~am t~ans­

feridos para placas de Petri contendo MM, sendo inoculados 

com o auxílio de palitos de madeira esterilizados na dis­

tribuiç~o 5x5+1 (AZEVEDO et aI., 1976). Colônias que n~o se 

desenvolveram neste meio foram consideradas como sendo 
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mutantes auxotróficos. o local do meio em que as mesmas 

foram inoculadas foi cortado e transferido para tubo con-

tendo MC. Estes foram incubados 

deste modo, conídios para ensaios 

vaso 

a 28°C, conseguindo-se 

de deficiências nutri ti-

Placas contendo MM sólido mai~ cada uma das 

soluçêles ( caseína hidrolisada, ácidos nucleicos e vita-

minas foram preparadas. Conídios provenientes dos mutan-

tes auxotróficos foram colocados de maneira equidistante 

nas referidas placas e nas controle (MM e MC ). Assim, o 

crescimento dos mutantes em uma das placas, e n~o em MM, 

indicava a deficiência de cada um, sendo posteriormente 

ensaiados, conforme o caso, em cada aminoácido, vitamina ou 

base nitrogenada, procurando a caracterizaç~o final do 

mutante, o que levou à obtenç~o de mutantes morfológicos e 

auxotróficos simples. Para a obtenç~o de mutantes com dupla 

auxotrofia o mesmo procedimento foi realizado, adicionando­

-se o requisito para a primeira marca ao MM sólido adicio­

nado de aminoácidos, vitaminas e ácidos nucleicos. 

3.4.1.2. Irradiaç~o e enriquecimento por 

filtraç~o. 
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Suspens~o de conidios obtida. quantificada e 

i~~adiada segundo os itens 3.5. e 3.5.1., foi t~ansfe~ida, 

sem dilui~, pa~a um f~asco contendo 50ml de MM liquido que 

foi agitado po~ um pe~iodo de 20-25 ho~as. Após este pe~ío­

do, o MM foi filt~ado at~avés de gaze (item 3.4.2.) pa~a um 

out~o f~asco e~lenmeye~ este~ilizado e vazio e novamente 

agitado a 28°C no pe~iodo acima citado. Este p~ocedimento 

foi ~epetido po~ t~ês vezes, sendo que após a última fil-

t~agem o MM foi t~ansfe~ido pa~a tubos de cent~ífuga ( 

tubos de 15 ml e cent~ifugado na cent~ifuga "Excelsa 

Baby" nas posiçtles 5 e 6 po~ ce~ca de 7 e 3 minutos ~espec-

tivamente. O sob~enadante foi dispensado e o p~ecipitado 

~essuspendido em ce~ca de 1,0 

este~ilizada e semeado em MC 

a 2,0 ml 

0,1 ml 

de soluç~o salina 

po~ placa ). As 

placas fo~am incubadas 28°C ) po~ um pe~íodo de 7-8 dias. 

Todas as colônias que se desenvolve~am nestas placas fo~am 

t~ansfe~idas pa~a placas contendo MM segundo o ítem 

3.5.1.1., p~ocedendo-se a ca~acte~izaçâo dessas da mesma 

fo~ma. 

Pa~a a obtenç~o de mutantes com dupla auxo-

t~ofia, o mesmo p~ocedimento foi ~ealizado, adicionando-se 

o ~equisito pa~a a p~imei~a ma~ca ao MM líquido ( usado 

pa~a filt~agem ) e ao MM sólido adicionado de aminoácidos, 

vitaminas e ácidos nucleicos. 
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3.4.2. Teste de revers~o 

As linhagens mutantes foram ensaiadas para 

revers~o das marcas nutricionais. Para tal, utilizou-se MM 

, MM suplementado com o requisito nutricional controle 

ou um dos requisitos da linhagem e MC ( controle). Semeou-

-se O,lml de uma soluç~o de conídios 107 conídios/ml 

nas placas preparadas da forma acima descrita e incubadas a 

28°C por 7-8 dias. Após este período verificou-se a presen­

ça ou ausência de crescimento de colonias. 

3.5. Obtenç~o de heterocários (INGLE & HASTIE, 1974) 

Conídios de diferentes linhagens com 

complementaç~o para marcas auxotróficas e morfológicas ) 

foram colocados em tubos de ensaio contendo cerca de 2,5 ml 

de MM líquido suplementado com 41. de MC líquido. Estes 

tubos foram agitados e, com o auxílio de uma pipeta, trans-

feriu-se volumes bastantes reduzidos gotas ) de forma 

equidistante para a tampa maior de uma placa de petri 

plástica esterilizada cuja tampa menor continha um papel 

filtro umedecido com água esterilizada. A placa foi incuba-

da a 28°C por um período de 24 a 48h. Após este tempo, 
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~essuspendeu-se as películas ve~tendo-se ce~ca de 9ml de 

soluç~o salina ( 0,851. ) na tampa maio~ da placa. Essas 

películas fo~am t~ansfe~idas par-a placas contendo MM e 

incubadas a 28°C por- ce~ca de 8 dias. 

3.5.1. Obtenç~o de diplóides e ~ecombinantes 

haplóides a pa~ti~ de hete~ocá~ios. 

Suspensbes de conídios p~ovenientes das 

colônias hete~oca~ióticas fo~am semeadas sem diluiç~o e com 

dife~entes diluiçbes em placas contendo MM e MM suplemen­

tado com os ~equisitos nut~icionais ( aminoácidos e vitami-

nas ) em dife~entes combinaçbes excetuando-se as do tipo 

pa~ental. Estas fo~am incubadas a 28°C po~ 6-7 dias quando 

ent~o fo~am contadas as f~equências das colônias nas dife-

~entes combinaçbes. As colônias obtidas fo~am semeadas em 

Me ou MM + suplementos pa~a 

ca~acte~izadas quanto à sua 

nut~icionais. 

pur-ificaç~o. sendo a segui~ 

mo~fologia e necessidades 

3.6. Teste da estabilidade em MC com Benlate. 

Duas linhagens mutantes e um ~ecombinante 



43 

foram inoculados em MC contendo concentraçoes de 0,0; 0,1; 

0,2; 0,3; 0,4; 0,5; 1,0 e 2,0 ~g de Benlate/ml de meio de 

cultura para determinaç~o das concentraçBes 

crescimento. 

inibitórias de 

Recombinantes prototróficos ou poss.:í.veis 

diplóides foram inoculados (12 repetiçbes para cada recom-

binante) em MC + Benlate (1 ~g/ml de meio) onde se observou 

as características de crescimento das colônias (com ou sem 

emiss~o de setores). 

3.7. Coloraç~o de núcleos de con.:í.dios (TANAKA et 

al.,1979; modificado por Vega,1990) 

3.7.1. Preparo da lâmina 

o material a ser corado foi aderido a uma 

lâmina previamente untada com albumina 50% e seca levemente 

sob um bico de Bunsen. A seguir foi fixado em metanol 

absoluto durante 15 minutos. Após a fixaç~o as lâminas 

foram colocadas para hidrólise em HCI iN a 60°C por 8 a 10 

minutos. Lavou-se por 

destilada e uma vez 

três vezes consecutivas 

em tamp;;o fosfato pH 6,9, 

em água 

sendo a 
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segui~ efetuada a colo~aç~o do mate~ial com 1ml de soluç~o 

co~ante Giemsa e 9 ml de tamp~o fosfato pH 6,9 du~ante 1/2 

ho~a. Após a colo~aç~o, o mate~ial foi lavado ~apidamente 

po~ 2 vezes em tamp~o fosfato pH 6,9 e a segui~ p~ocedeu-se 

a montagem p~ovisó~ia com as laminulas, vedando as bo~das 

da laminula, p~ocu~ando-se evita~ bolhas de a~ ent~e lâmina 

e laminula. 

3.7.2. Dete~minaç~o do núme~o de núcleos po~ 

conidio 

Conídios com o mesmo tempo de c~escimento 

fo~am obse~vados no mic~oscópio ótico e dete~minada a 

po~centagem média de núcleos por conídios. Fo~am empregados 

400 conídios. 

3.8. Ext~aç~o e quantificaç~o de DNA de conídios 

3.8.1. Extraç~o do DNA VAN TUYL, 1977 ) 

utilizou-se uma suspens~o de 1,07x10e coní-

dios pa~a cada linhagem. Estas foram transfe~idas para 
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tubos de centrífuga com fundo cônico e centrifugadas por 10 

minutos na posiç~o 5 da centrífuga Excelsa Baby (4000 rpm), 

sendo os precipitados lavados e centrifugados novamente por 

duas vezes em água destilada. Após a lavagem, os conídios 

foram incubados em 5 ml de ácido perclórico 0,2 N por 10 

minutos em banho gelo-água e centrifugados por 10 minutos 

na posiç~o 5 da centrífuga Excelsa Baby. Essp processo foi 

repetido mais uma vez. A seguir os precipitados foram 

ressuspensos ~m 4 ml de KOH 0,3 N e mantidos a 37°C por 

mais ou menos 16 horas. Após este período, adicionou-se 0,6 

ml de ácido perclórico 3,75 N à suspens~o, em banho gelo-

água, para precipitaç~o do material. A seguir, foi feita 

uma centrifugaç~o por 10 minutos na posiç~o 5, desprezando­

se os sobrenadantes. Os precipitados foram ent~o lavados e 

centrifugados por duas vezes com 4 ml de ácido perclórico 

0,2 N em banho gelo-água. A seguir, foram tratados com 1 ml 

de ácido perclórico 20 minutos a 70°C, para 

extraç~o do DNA. sendo a seguir centrifugados de maneira 

idêntica às demais centrifugaçbes. Coletou-se o sobrenadan-

te e repetiu-se o tratamento de extraç~o com mais 1 ml de 

ácido perclórico 1,5 N por 20 minutos a 70°C. Os sobrena­

dantes obtidos nas duas etapas foram combinados e o volume 

acertado para 3 ml com ácido perclórico 1,5 N, sendo que 

após esta etapa, procedeu-se a mais uma 

por 10 minutos seguido de centrifugaç~o também por 10 
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minutos na posiç~o 4 da cent~ifuga Excelsa Baby. Coletou-se 

o sob~enadante. A pa~ti~ desta suspens~o, p~ocedeu-se a 

dete~minaç~o da quantidade de DNA. 

3.8.2. Dete~minaç~o da quantidade de DNA 

A dete~minaç~o do DNA foi feita pelo método 

da difenilamina modificado (GILES & MYERS, 1965), usando 

uma soluç~o de DNA de concent~aç~o conhecida como pad~~o. 

Fo~am mistu~ados 2 ml da soluç~o de difenilamina (41.) 

com 2 ml da suspens~o a se~ analisada e adicionados 0,1 ml 

da soluç~o de acetaldeido (1,6 mg/ml). Como soluç~o 

11 B~anco", utilizada pa~a calibra~ o apa~elho de modo que a 

esta soluç~o co~~esponda a abso~bância ze~o, mistu~ou-se 2 

ml de soluç~o de difenilamina (41.) com 2 ml de ácido per­

cló~ico 1,5 N e adicionados 0,1 ml da soluç~o de acetaldei-

do (1,6 mg/ml). Estas mistu~as fo~am deixadas a incuba~ a 

ho~as, sendo as leitu~as executadas a 

segui~ em espect~ofotômet~o, nos comp~imentos de onda de 

595 e 700 nm. A quantidade de DNA das amost~as foi estimada 

pela dife~ença ent~e as duas leitu~as e pela compa~aç~o com 

a cu~Ya pad~~o. 
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3.8.3. Curva padr~o 

Foi retirada uma alíquota de 1 ml da soluç~o 

estoque de DNA, adicionando-a a 37,5 ml de ácido perclórico 

1,5 N, obtendo-se assim uma soluç~o de 40 ~g/ml. A partir 

desta, foram feitas diluiçbes sempre com ácido perclórico 

1,5 N, de modo a se obter concentraçbes de 20, 10 e 5 

~g/ml. Com estas soluçbes, foi traçada a curva padr~o, 

utilizando-se a metodologia descrita no item anterior, 

obtendo-se uma equaç~o de reta a qual relaciona absorbância 

com concentraç~o de DNA. 

3.9. Caracterizaç~o para padr~es de esterase (PACCOLA­

MEIRELLES et alii,1988) 

3.9.1. Cultivo do fungo e extraç~o de proteínas 

Conídios das linhagens ensaiadas foram cole­

tadas em soluç~o de Tween-80 e inoculados em frascos erlen-

meyers, contendo 50 ml de meio completo líquido (ítem 

3.2.4.). Incubaram-se os frascos a 28°C por sete dias. O 

micélio produzido foi coletado em funil Buchner contendo 

papel filtro, com auxílio de bomba de vácuo. Lavou-se o 
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micélio duas vezes, para retirada do meio de cultivo, 

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

A cada 300 mg de micélio, adicionou-se 1 ml 

de tamp~o 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-água. O extrato obtido foi 

conservado em banho gelo-água, em refrigerador, por 12 

horas, para completar a extraç~o. Centrifugou-se as amos-

tras por 40 minutos a 10000 rpm, em centífuga 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 ágar-água (41.). Preparou-se o gel separador à 

101. (item 3.2.23.5.), vertendo-o na placa com o auxilio de 

seringa de vidro. Completou-se o restante da placa com 

água, para polimerizaç~o, após o que a água foi retirada. 

Preparou-se o gel empilhador a 41. (ítem 3.2.23.6.) 

vertendo-o em seguida, acima do gel separador, também com 
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auxílio de seringa. Introduziu-se o pente sobre o gel 

empilhador e 

polimerizaç~o. 

conservou-se à temperatura ambiente, para 

Polimerizado o gel, retirou-se o pente e o 

espaçador 

fixou-se a 

inferior das placas, limpou-se o ágar-água, 

placa à cuba de corrida e lavaram-se os poços 

deixados pelo pente, com o tamp~o de corrida. Vedou-se a 

superfície entre a placa e o tanque superior, com ágar-água 

e preencheu-se o tanque inferior da cuba, com tamp~o, 

tomando-se o cuidado de eliminar as bolhas. 

As amostras, preparadas com tamp~o (ítem 

3.2.23.7.), na proporçâo 1:1, foram aplicadas nos poços. 

Preencheu-se o tanque superior com tampâo (ítem 3.2.23.4.), 

iniciou-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. Coloraç~o para revelaç~o de esterase 

(SHAW & PRASAD, 1970) 

Ao término da corrida, o gel foi retirado da 

placa e colocado em soluçâo corante (ítem 3.2.23.8) até o 



aparecimento de bandas. 

tendo-o em água. 

Retirou-se o gel do corante, 

50 

man-
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4. RESULTADOS E DISCUSS~O 

4.1. Sobrevivência à luz ultravioleta 

A porcentagem de sobrevivência dos conidios 

em diferentes tempos de irradiaç~o para a linhagem MT está 

sumarizada na Tabela 1. Baseado nesses dados, foi obtida a 

equaç~o de regress~o e plotada a sua respectiva curva 

(Figura 1). 

o tempo de exposiç~o à U.V. necessário para 

inviabilizar 951. dos conídios foi determinado como sendo de 

3 mino 37 sego 

Segundo CORRE A & AZEVEDO (1986), a importân-

cia, do ponto de vista aplicado, da variabilidade genética 

para o caráter de resistência à luz ultra-violeta está na 

limitaç~o da utilizaç~o dos fungos em condiç~es de campo em 

decorrência da morte dos conídios provocada pela radiaç~o 

ultra-violeta da luz solar. 
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Em vista disso, priorizou-se a obtenç~o de 

marcadores genéticos utilizando-se a U.V. como agente 

mutagênico. Obtendo-se dessa 

e/ou auxotróficas associadas 

resistência à U.V. 

forma, marcas morfológicas 

possivelmente a marcas de 

Tabela 1. Porcentagem relativa de conidios sobreviventes da 

linhagem MT em diferentes tempos de irradiaç~o à 

luz ultravioleta. 

Tempo de 

irradiaç~o 

(minutos) 

° 
1 

2 

4 

6 

Porcentagem de sobreviventes (I.) 

Experimentos 

1 

100 

45,14 

6,99 

0,15 

0,27 

2 

100 

73,07 

27,20 

4,73 

0,19 

3 

100 

51,54 

21,37 

0,75 

0,57 

Média 

100 

56,58 

18,52 

1,88 

0,34 
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equacao , 

:.arvado I 

Figura 1. Curva de sobrevivência da linhagem MT de Netarhi 

zium anisopliae à luz U.V. 
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4.2. Obtenç~o de marcadores genéticos 

A obtenç~o de marcadores auxotróficos foi 

priorizada com o objetivo precípuo de se realizar cruzamen-

tos intra e inter-linhagens. 

Os mutantes obtidos est~o relacionados na 

tabela Vale ressaltar o fato de que o mutante MT2 porta-

dor de uma mutaç~o morfológica para a coloraç~o dos coní-

dios (~) e uma auxotrófica para a síntese de aminoácido 

(met) foi obtido a partir de uma única irradiaç~o com 

ultra-violeta. O mesmo aconteceu com os mutantes MT8 e MT10 

que tiveram as mutaç~es ~ e met obtidas a partir de uma 

irradiaç~o do mutante MT5 (verde e nic), como pode ser 

observado na genealogia dos mutantes de 1'1. ani sopl i ae, 

linhagem MT (Figura 2). 

Esse fato resultou em um ganho precioso de 

tempo, já que n~o houve a necessidade de uma primeira 

seleç~o de mutantes morfológicos para futuro tratamento com 

U.V. visando a obtenç~o de um duplo mutante (morfológico e 

auxotrófico) . Isso é de cabal importância quando se extra-

pola para um programa de melhoramento genético, onde a 

reduç~o de tempo em diferentes etapas do programa otimiza a 

obtenç~o de linhagens que combinem características favorá-
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veis das parentais, em cruzamentos via mecanismo parasse­

xual. 

Ainda a respeito do programa de melhoramento 

genético do fungo entomopatogênico em quest~o, outro ponto 

a destacar é a importância de se obter marcadores genéticos 

sem que os mesmos alterem negativamente características 

sobejamente importantes para o mecanismo de infecç~o do 

fungo contra o inseto-hospedeiro, como por exemplo a espo­

rulaç~o. Em vista disso, vale ainda ressaltar a restauraç~o 

do fenótipo selvagem no que tange à esporulaç~o do mutante 

MT5, após um segundo tratamento (Figura 2), resultando em 

uma linhagem que manteve a marca nic sem perder o fenótipo 

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

diaç~o com ultravioleta. 

Designaç~o Cor Deficiência Genótipo 08S. 

MT 1 verde metionina metl 1 
(met) 

MT 2 amarelo met ylol met2 

MT 3 verde lisina lisl 1 
( 1 is) 

MT 4 verde lis lis2 1 

MT 5 verde ác. nico- nicl 1 
tinico (nic) 

MT 6 amarelo met lis yl01 met2 
lis3 

MT 7 vio met vi01 met2 1 

MT 8 amarelo nic met yl02 nicl 
met3 

MT 9 verde nic nic1 2 

MT 10 amarelo nic met yl03 nic1 
met4 

MT 11 verde nic lis nicl lis4 

MT 12 verde nic tiamina nicl tial 1 
(tia) 

#1- mutante com baixa esporulaç~o 

#2- mutante com esporulaç~o igual à selvagem 



57 

4.3. Teste de ~eve~s~o 

Alguns mutantes da linhagem MT fo~am ensaia-

dos quanto à ~eve~sibilidade espontânea das suas ma~cas 

genéticas. Pa~a tanto, nâ:o se semeou menos do que 

conídios/placa em MM, exceto na linhagem MT3 com ~eduzida 

p~oduçâ:o de espo~os (tabela 2). O 

~elacionada na tabela 3. 

teste das ma~cas está 

Como pode se~ obse~vado pela tabela 3 os 

mutantes MT8 e MT10 ~eve~te~am a ma~ca nic , n~o sendo po~ 

este motivo utilizados em out~os expe~imentos. 

No que conce~ne às linhagens que ap~esenta­

~am c~escimento ~esidual, n~o tendo ocor~ido o aparecimento 

de colônias em um ensaio inicial de ~eve~s~o onde fo~am 

semeadas ce~ca de 10~ colônias po~ placa, as mesmas fo~am 

conside~adas aptas pa~a expe~imentos a posteriori. O c~es-

cimento ~esidual obse~vado deve te~ sido causado po~ uma 

possível contaminaçâ:o de MC nas soluç~es de espo~os em 

"Tween 11 80 (O, 1 'lo) • 



Tabela 3. Teste de ~eve~s~o espontânea dos mutantes da 

linhagem MT. 

Legenda: 

Mutantes MM 

MT2 

MT3** 

MT5 

MT6 

MT8 * 

MT9 

MTI0 - * 

MTll +/-

MT12 +/-

(= Ausência de c~escimento) 

+/- (= C~escimento ~esidual) 

* c~escimento em MM+MET (~eve~s~o pa~a a ma~ca nic. 

** fo~am semeados 2,35 x 10~ conídios. 
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Figura 2. Genealogia dos mutantes da linhagem designada MT 

trat.l 

MT2 

(ylol met2) 

trat.l 

MT6 MT7 

MT 
(selvagem) 

MTl MT3 

trat.2 

MT4 
(metI) (lisl) (lis2) 

MT5 
(nicl) 

I 
trat.2 

MT12 
(nicl tial) 

(ylol met2 (vio met2) trat.1 
lis3) 

MT8 MT9 MTIO MTll 
(ylo2 nicl (nicl) (ylo3 nicl (nicl 

met3) met4) lis4) 

LEGENDA: trat.l- irradiaç~o com U.V. e isolamento total. 
trat.2- irradiaç~o com U.V. e enriquecimento por 

filtraç~o. 
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4.4. Pa~assexualidade e pa~ameiose 

4.4.1. Obtenç~o de hete~ocá~io 

Hete~ocá~ios fo~am obtidos segundo o item 3.6. e, como 

pode se~ obse~vado na tabela 4, no c~uzament~o int~a-linha-

gem MT6+MT12 o hete~ocá~io ap~esentou-se pouco vigo~oso, o 

mesmo oco~~endo com o c~uzamento E6.7+MT12. Embo~a tenha 

sido obtido hete~ocá~io dent~o da linhagem MT, este oco~~eu 

com maio~ dificuldade do que os demais. Quando se tentou 

obte~ out~os dent~o da mesma linhagem o~iginal, estes só 

vie~am a oco~~e~ numa f~equência de 251. na segunda tenta­

tiva, n~o se log~ando obtê-los em tentativas subsequentes. 

SILVEIRA (1983) e SILVEIRA & AZEVEDO (1986) também 

~elataram a n~o obtenç~o de hete~ocá~ios dent~o de uma 

linhagem (RJ) e ent~e linhagens (E6 e RJ), FRIGO (1983) 

também n~o obteve hete~ocá~io ent~e essas últimas, co~~obo-

~ando-se a dificuldade de se obte~ os 

pliae. 

mesmos em N. aniso-

No caso dos c~uzamentos ~ealizados no p~esente 

t~abalho, uma explicaç~o plausível pa~a a dificuldade de 

obtenç~o de hete~ocá~ios int~a-linhagem, bem como o baixo 
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vigo~ ap~esentado pelos mesmos além do obse~vado no hete~o-

cá~io E6.7+MT12, seja o fato do mutante utilizado nos 

mesmos (MT12) ap~esente auxot~ofia pa~a duas vitaminas que, 

em MM+4'l.MC (ítem 3.2.5.) dificulte a complementaç~o das 

ma~cas ensaiadas devido ao c~escimento ~esidual das mesmas. 

Ao cont~ário de SILVEIRA (1983), FRIGO (1983) e 

SILVEIRA & AZEVEDO (1986) 

inter-linhagens at~avés de 

guiu-se heterocá~ios ent~e 

via mecanismo pa~assexual. 

que só obtive~am heterocá~io 

fus~o de protoplastos, conse-

linhagens de dife~entes o~igens 

Estes últimos também fo~am 

obtidos po~ LUNA (1985), BAGALHI (1987) e VALADARES (1989). 

Como cont~ole pa~a se ve~ifica~ que os hete~ocá~ios 

fo~mados n~o ~esulta~am de colônias ~eve~tentes de uma das 

linhagens c~uzadas, tentou-se obte~ hete~ocá~ios com cada 

linhagem em sepa~ado~ sem a adiç~o de uma out~a linhagem 

com ma~cas complementa~es. A n~o obtenç~o de hete~ocá~ios 

nessas condiçôes indicou que a fo~maç~o dos mesmos deveu-se 

à complementaç~o das ma~cas empregadas. No caso do hete~o-

cá~io pouco vigo~oso obtido intra-linhagem, como oco~~e~am 

dificuldades para a fo~maç~o de outros semelhantes, poder-

se-ia imagina~ que os mesmos n~o eram deco~rentes da com-

plementaç~o de marcas. Entretanto, como su~gi~am dife~en-

tes tipos de ~ecombinantes, ficou demonst~ado que e~a ~eal-
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mente um hete~ocá~io, 

linhagens. 

e n~o efeito sine~gístico ent~e 

4.4.2. Obtenç~o de ~ecombinantes p~ototróficos 

e out~os tipos de ~ecombinantes. 

Conídios coletados das colônias hete~oca~ió-

ticas fo~am semeados em diferentes meios (tabela 5) e a 

f~equência de obtenç~o de colônias nos c~uzamentus ~eali-

zados ent~e as linhagens MT6+MT12 e E6.7+MT12 est~o suma~i­

zados na t~bela 6. 

N~o foi detectado ~ecombinantes em MM com 

suplementaç~o ou possíveis diplóides em MM nos c~uzamentos 

ent~e as linhagens E9.20+MTll e E6.2+MT11, onde as colônias 

oriundas dos hete~ocá~ios sup~acitados só oco~~e~am em MC. 

VALADARES (1989) também obse~vou o mesmo fenômeno em um 

out~o c~uzamento inte~-linhagens (E6.8+E9.20). 
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Tabela 4. Coloraç~o dos conídios e vigor dos heterocários 

obtidos em diversos cruzamentos entre mutantes de 

E6, E9 e MT 

Cruzamento 

E9.20 + MT11 

(ylo leu ade) 

+(nic lis) 

MT • 6 + MT. 12 

(ylo met ade) 

+(nic tia) 

E6.2 + MT.l1 

(vio ade met) 

+(nic lis) 

E6.7 + MT.12 

(vio met bio) 

+(nic tia) 

Coloraç~o dos 

conídios do 

heterocário 

amarelo esver-

deado 

amarelo 

verde 

verde 

Vigor do hete­

rocário 

vigoroso 

pouco vigor 

vigoroso 

pouco vigor 
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Como pode ser observado na tabela 6, a 

frequência de colônias que cresceram nos meios nutritivos, 

no cruzamento MT6+MT12, variou entre 3,3x10-~ a 6,1x10-~, 

n~o ocorrendo diferença significativa na maioria dos meios, 

com ou sem suplementaç~o. No cruzamento E6.7+MT12, a 

frequência variou de 4,3x10- z a 5x10-~. Em alguns meios n~o 

houve crescimento (MM+met, MM+bio, MM+met+nic, MM+tia, 

MM+met+tia) talvez devido ao pequeno inóculo empregado 

Algumas colônias obtidas nos diferentes meios 

seletivos 

auxotrofia. 

foram caracterizadas quanto à morfologia e 

Estes resultados est~o na tabela 7. No 

cruzamento MT6+MT12, recuperou-se, pela semeadura de 

conidios do heterocário, somente recombinantes prototrófi-

cos em todos os meios seletivos empregados, ocorrendo 

prototróficos tanto de coloraç~o verde selvagem quanto de 

coloraç~o amarela, sendo que estes últimos foram os de 

maior incidência. Isso poderia ser explicado sob o ponto de 

vista de que por serem os diplóides de N.anisopliae rela-

tivamente instáveis (BERGERON & MESSING-AL-AIDROOS, 1982), 

mais setores vigorosos (prototróficos) poderiam ser favore-

cidos (MAGOON & MESSING-AL-AIDROOS, 1986) . VALADARES 

(1989), considerou que a alta frequência de tipos prototró-

ficos ocorrida em um determinado cruzamento (E6.7+E6.8), 

poderia sugerir que esses se originaram de permuta mitóti-
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(1987) 

para explicar a presença de recombinantes prototróficos 

selvagens em meio mínimo. 

No cruzamento E6.7 + MT12 também foram 

encontrados recombinantes prototróficos, embora em um menor 

número do que no cruzamento anterior. As colônias prove-

nientes do heterocário que cresceram em MC, foram transfe­

ridas para placas mestras em MC na disposiç~o de 26 pontos 

e, com o auxílio de uma multialça, foram repicadas para MM 

mais os requisitos dos parentais em diferentes combinaçbes 

(combinados dois a dois, três a três ou cada um individual-

mente) , de tal maneira que pudessem ser determinadas as 

marcas recombinantes. Assim sendo feito, recuperou-se um 

recombinante que apresentava as marcas de um dos parentais 

mais a marca do outro parental (tabela 7) em uma frequência 

de 3,851. (analisadas 26 colônias). 

Segundo SILVEIRA (1983),a ocorrência de um 

recombinante com mais marcadores genéticos que os presentes 

nas duas linhagens parentais evidencia a transferência 

gênica, sendo isso de fundamental importância em programas 

de melhoramento genético onde a transferência pode ser 

feita com marcadores de reconhecido valor em controle 

biológico. 
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Tabela 5. Cruzamentos realizados e tipos de meios seletivos 

utilizados na semeadura dos conídios para a 

obtenç~o de diplóides e recombinantes. 

Cruzamentos 

E9.20 + MTll 

MT6 + MT12 

E6.2 + MTll 

E6.7 + MT12 

Meios seletivos 

MM, MM+leu, MM+ade, MM+nic, MM+lis, 

MM+leu+nic, MM+leu+lis, MM+ade+nic, 

MM+ade+lis, MC 

MM, MM+met, MM+lis, MM+nic, MM+tia, 

MM+met+nic, MM+met+tia, MM+lis+nic, 

MM+lis+tia, MC 

MM, MM+ade, MM+met, MM+nic, MM+lis, 

MM+ade+nic, MM+ade+lis, MM+met+nic, 

MM+met+lis, MC 

MM+met, MM+bio, MM+met+nic, MM+nic+bio, 

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

bio, MM+nic, MM+met+tia, MM, MC 
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Tabela 6. F~equência de colônias obtidas a pa~ti~ da semea­

du~a de conidios p~ovenientes de hete~ocá~ios, em 

Meio Minimo (MM) e em MM com dife~entes suplemen­

tos nut~icionais. 

Hete~ocá~io Meios seletivos 

MT6+MT12 MC = 5,8xl0-l. 

MM = 5,5xI0-3 

MM + Nic = 3,3xl0-3 

MM + LIS = 5,4xl0-3 

MM + TIA = 4,6xl0- 3 

MM + MET = 5,2xl0-3 

MM + LIS + TIA = 5,2xl0- 3 

MM + LIS + NIC = 6,lxl0-3 

MM + TIA + MET = 3,6xl0-3 

MM + MET + NIC = 5,3xl0-3 

MT12+E6.7 MC = 1,lxl0-l. 

MM = lxlO-4 

MM + NIC = 5xl0-e. 

MM + NIC + BIO = 5xl0-e. 

MM + TIA + BIO = 5xl0-e. 

MM + NIC + TIA = 4,7xl0-3 

MM + MET + BIO = 4,3xl0- z 
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Tabela 7.Recombinantes obtidos nos diferentes meios seleti 

vos,com confirmaç~o por análise auxonográfica 

Heterocário Meio seletivo Recombinantes obtidos 

Tipos Marca genética 

MT6+MT12 MM+tia prototrófico amarelo ylo 

MM+lis prototrófico amarelo ylo 

MM+lis+nic prototrófico amarelo ylo 

prototrófico verde selvagem 

MM+met+tia prototrófico amarelo y10 

MM+met+nic prototrófico amarelo ylo 

prototrófico verde selvagem 

MM+lis+tia prototrófico amarelo ylo 

MM+nic prototrófico amarelo y10 

prototrófico verde-claro 

MM prototrófico amarelo y10 

E6.7+MT12 MM+tia prototrófico verde selvagem 

MM+nic prototrófico verde selvagem 

MM prototrófico verde selvagem 

Me auxotr-ófico verde-claro(met 

bio tia) 
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4.4.3. Obtenç~o de diplóides e segregantes 

LUNA (1985) sugeriu que colônias capazes de 

crescer em MM sem apresentar setores quando transferidas 

para Me, s~o diplóides estáveis, pois ao se comparar o 

diâmetro do núcleo destas com seus parentais observaram-se 

diferenças significativas, sendo os primeiros maiores. 

No cruzamento MT6 + MT12, entre uma linhagem 

de coloraç~o amarela e outra com coloraç~o verde com pouca 

produç~o de esporos respectivamente, selecionou-se uma 

linhagem prototrófica verde com esporulaç~o tipo selvagem. 

Este possível diplóide, proveniente do meio seletivo 

MM+met+nic, foi inoculado em Me + benlate nas concentraç~es 

de l~g e 2~g/ml, vindo a setorizar na concentraç~o de 

2~g/ml. 

Os setores foram analisados por auxonografia 

e, dos cinco segregantes do possível diplóide (R2), um 

apresentou-se com marcas de ambos parentais (a marca morfo­

lógica ylo do MT6 e a auxotrófica nic do MT12) e os quatro 

restantes apresentaram-se com a marca nic. Este tipo de 

indicou ser esse recombinante prototrófico (R2) 

realmente um diplóide. 
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4.4.4. Análise da estabilidade e g~au de ploidia 

dos recombinantes obtidos. 

4.4.4.1. C~escimento em meio contendo 

benlate 

UPSHALL et alii (1977), em um trabalho sobre 

a utilizaç~o do benlate para se distinguir entre linhagens 

haplóides e diplóides de Aspergillus nidulans e Aspergillus 

terreus, verifica~am que as linhagens haplóides s~o mais 

tolerantes do que as diplóides ao fungicida. Segundo eles, 

esta diferença p~opicia um meio fácil de se classifica~ a 

diploidia dos segregantes em análises pelo ciclo sexual e 

parassexual já que claramente, a tolerância ao fungicida é 

uma funç~o da natu~eza haplóide do genoma, 

prolongada incubaç~o, os diplóides tornam-se 

onde, após 

instáveis e 

setorizam, enquanto os haplóides permanecem estáveis. 

Na tabela 8 est~o sumarizados os resultados 

correspondentes ao c~escimento das linhagens parentais e um 

~ecombinante p~otot~Ófico de coloraç~o ama~ela (Rl), duran-

te 5 e 10 dias, em meio completo (MC) com diferentes con-

centraç~es de benlate, com que determinou-se as concen-

t~açôes que inibiam o crescimento. Pôde ser observado que 

na concentraç~o de 1 ~g/ml de benlate houve uma conside~á-

vel inibiç~o do c~escimento das colônias, to~nando-se mais 
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acentuada em 2 ~g/ml onde praticamente n~o houve crescimen-

to. Isto foi semelhante ao encontrado por BAGALHI 

que também ensaiou dois mutantes e um recombinante 

trófico de coloraç~o amarela. 

(1987), 

pro to-

Na tabela 9 est~o os resultados atinentes ao 

tipo de crescimento das colônias de recombinantes prototró­

ficos ou possíveis diplóides em MC ou MC + benlate (1 ~g/ml 

de meio). Excetuando-se as linhagens R6, R7 e RH1, todas as 

demais produziram setores. Como os setores produzidos n~o 

eram vigorosos e/ou n~o apresentavam conidiaç~o e/ou com um 

aspecto quase transparente, poder-se-ia inferir que as 

linhagens que setorizaram eram possívelmente hiperhaplóides 

(n + x) ainda em processo de haploidizaç~o, embora n~o se 

possa descartar a hipótese de serem diplóides. 



Tabela 8. Medidas de crescimento em milímetro (diâmetro 

maior/diâmetro menor) das linhagens MT6, MT12 e 

recombinante 1, em diferentes concentraç~es de 

benlate em Me (média de 3 repetiçbes). 

conc. Benlate 

j..\g/ml meio 

0,0 

0,1 

0,2 

0,3 

0,4 

0,5 

1,0 

2,0 

Linhagens 

5 dias de cresc. 

MT6 MT12 Rl 

24/24 25/25 23/23 

22/22 25/25 24/23 

22/22 23/23 22/22 

22/22 24/24 23/22 

22/21 22/22 23/23 

23/22 23/23 21/20 

8/8 7/7 12/12 

2/2 3/2 1/1 

10 dias de cresc. 

MT6 MT12 Rl 

53/53 58/57 55/55 

52/52 58/58 56/56 

52/52 56/56 53/52 

52/52 56/56 55/55 

51/51 55/55 55/54 

52/52 55/55 50/50 

28/27 28/28 39/39 

8/6 13/12 6/6 

72 
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Tabela 9.Ca~acte~ísticas de c~escimento de alguns ~ecombi­

nantes em MC e em MC + benlate (l~g/ml). 

Recombinante* 

Designaç~o 

p~otocola~ 

R2 

R4 

R5 

R6 

R7 

R9 

RHl 

RH2 

RH3 

Tipo 

p~ot.ve~de 

p~ot.ama~elo 

p~ot.ama~elo 

p~ot.ama~elo 

p~ot.ama~elo 

p~ot.ama~elo 

p~ot.ve~de 

p~ot.ve~de 

p~ot.ve~de 

Ca~acte~ística de c~escimento 

MC MC + benlate(l~g/ml) 

estável com emiss~o de seto~ 

estável com emiss~o de seto~ 

estável com emiss~o de seto~ 

estável sem emiss~o de seto~ 

estável sem emiss~o de seto~ 

estável com emiss~o de seto~ 

estável sem emiss~o de seto~ 

estável com emiss~o de seto~ 

estável com emiss~o de seto~ 

* de R2 a R9 constituem ~ecombinantes obtidos no c~uzamen­

to MT6+MT12, de RHl a RH3 no c~uzamento E6.7+MT12 



das medidas dos 

4.4.4.2. Análise citológica dos coní­

dios. 
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Na tabela 10 est~o sumarizados os resultados 

conídios de dois mutantes e dois recombi-

nantes com cerca de 10 dias de crescimento onde observou-se 

um comprimento maior dos conídios do R1 em relaç~o aos 

parentais (MT6 e MT12), embora a largura dos conídios n~o 

tenha diferido. O R2 apresentou um comprimento dos conídios 

inferior às linhagens paternas embora com uma largura 

similar. Em geral, poder-se-ia dizer n~o haver diferenças 

significativas que denotem uma n~o similariedade quanto ao 

estado de diploidia das linhagens observadas. 

MESSIAS & AZEVEDO (1980) e AL-AIDROOS (1980) 

n~o observaram diferenças significativas entre os conídios 

das linhagens diplóides e haplóides, enquanto BERGERON & 

MESSING-AL-AIDROOS (1982) verificaram que os conídios das 

linhagens diplóides eram significativamente maiores do que 

das haplóides, tendo sido essa característica utilizada 

para confirmarem a identificaç~o de diplóides. 
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Tabela 10. Medida (comprimento/largura) dos conídios de 

diferentes linhagens de M. anisopliae (média de 

10 medidas) 

Linhagem 

MT6 

MT12 

Rl 

R2 

Medida (~m) 

9,68/4,27 

9,55/4,69 

11,22/4,97 

8,72/4,53 

Na tabela 11 encontra-se a frequência de 

conídios uninucleados e binucleados em diferentes linha­

gens. Observou-se que praticamente 1001. dos conídios s~o 

uninucleados. SILVEIRA (1983), confirmando os dados de 

MESSIAS & AZEVEDO ( 1980) , verificou a inexistência de 

conídios binucleados entre linhagens diplóides e hiperha­

plóides e presença de baixa frequência de conídios binucle­

ados entre os haplóides parentais (variando de 21. a 4,751.). 



Tabela 11. F~equência de conidios uninucleados 

e binucleados em dife~entes linha 

gens e ~ecombinantes - contagem de 

400 conidios. 

Conidios(l.) 

Linhagem 

uninucleados binucleados 

MT12 99,75 0,25 

MT6 99,75 0,25 

Rl 100,0 0,0 

R2 99,75 0,25 

R3 100,0 0,0 

R4 100,0 0,0 

R5 99,50 0,50 

R6 100,0 0,0 

R7 100,0 0,0 
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4.4.4.3. Dete~minaç~o da quantidade de 

DNA 
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Na tabela 12 est~o suma~izados os ~esultados 

obtidos da abso~bância em funçào da quantidade de DNA, com 

os quais dete~minou-se a equaçào da ~eta e obteve-se a 

cu~va pad~ào (Figu~a 3). Na tabela 13 encont~am-se os dados 

~efe~entes à abso~bância das linhagens pa~entais e ~ecombi­

nantes, além das quantidades de DNA (obtidas pela média das 

dife~enças das abso~bâncias em 595 e 700 nm nas duas ~epe-

tiçbes). Pelos ~esultados ap~esentados, onde n~o oco~~e~am 

dife~enças significativas ent~e as quantidades de DNA das 

linhagens em quest~o, pode~ia-se dize~ que est~o todas no 

estado haplóide. A dete~minaçào da quantidade de DNA é o 

método mais segu~o pa~a se dife~encia~ dife~entes g~aus de 

ploidia em fungos (VAN TUYLL, 1977; JACKSON & HEALE, 1985 e 

BAGAGLI, 1987). 

De manei~a semelhante a BAGALHI (1987), n~o 

fo~am detectados diplóides hete~ozigotos estáveis, com 

poste~io~ haploidizaç~o e su~gimento de seto~es haplóides, 

em oposiçào ao obse~vado po~ MESSIAS (1979), MESSIAS & 

AZEVEDO (1980) e AL-AIDROOS (1980). Como o ~ecombinante R2 

n~o teve a sua condiç~o diplóide confi~mada pela quantifi­

caçào de DNA dos conídios, apesa~ de te~ sido assim classi-
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ficado anteriormente devido à sua setorizaç~o na presença 

de benlate, dando um setor que combinava características de 

ambos parentais, pOderia-se, em hipótese, afirmar que a 

linhagem que teve o seu DNA quantificado (R2), era na 

realidade um recombinante prototrófico haplóide do diplóide 

inicialmente tratado com benlate, que sendo altamente 

instável haploidizou-se rápidamente. Este fenômeno já foi 

observado em outros fungos com ciclo parassexual como por 

exemplo no fungo entomopatogênico Verticillium (HASTIE, 

1962; HASTIE, 1964; TYPAS & HEALE. 1977; HASTIE & HEALE, 

1984 e JACKSON & HEALE, 1987). 

HASTIE (1962, 1964) estudando o ciclo paras-

sexual em Verticillium albo-atrum observou uma alta 

quência de conídios haplóides (951.) em diplóides com 

fre­

três 

semanas de crescimento, apontando uma alta instabilidade 

dos diplóides obtidos. 

HASTIE & HEALE (1977), em um estudo sobre os 

níveis de ploidia em diferentes linhagens de Verticillium 

usando um "Coulter counter", detectaram uma rápida haploi­

dizaç~o dos diplóides onde a proporç~o de conídios diplói­

des caía marcadamente na segunda e terceira semana de 

crescimento, sendo que no final da quarta semana quase 

todos os conídios eram haplóides. 
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JACKSON & HEALE (1987), trabalhando com o 

Verticillium lecanii, verificaram que os diplóides hetero-

zigotos geralmente tendem a ser instáveis, haploidizando-

se. Apesar disso, esses autores conseguiram isolar quatro 

diplóides que permanecerem estáveis por 

meio artificial. 

3 a 4 semanas em 



Tabela 12. Absorbância observada em funç~o da 

concentraç~o de DNA em 595 e 700 nm, 

para a obtenç~o da equaç~o de re 

gress~o (duas repetiç~es). 

Absorbância 

DNA(I-lg/ml} 

80 

595nm 700nm diferença (595-

700nm) 

5 

10 

20 

40 

1 2 

.060 .214 

.148 .257 

.266 .325 

.445 .465 

1 

.036 

.025 

.076 

.065 

2 

.137 

.142 

.125 

.123 

1 2 média 

.024 .077 .0505 

.123 .115 .1190 

.190 .200 .1950 

.380 .342 .3610 

Equaç~o de regress~o~ y = 0,0086.x + 0,0202 * 
Coeficiente de correlaç~o: r = 0,9968 

* y = Absorbância; x = quantidade de DNA 



Tabela 13. Quantidade de DNA das diferentes 

linhagens obtida através da diferença 

da absorbância nos comprimentos de 595 

e 700 nm e substituiç~o na equaç~o de 

regressâo. 

Linh. 

DNA 

595nm 

1 2 

MT6 .127 .158 

MT12 .125 .150 

Ri .173 .219 

700nm 

1 2 

.083 .108 

.086 .100 

.123 .154 

R2 .143 .227 .106 .187 

Absorbância 

diferença (595-700nm) 

1 

.044 

.039 

.050 

.037 

2 

.050 

.050 

.065 

.040 

média 

.0470 

.0445 

.0575 

.0385 

81 

Quant. 

(Ilg /ml ) 

3.1203 

2.8295 

4.3416 

2.1316 
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Figura 3. Curva padr~o de absorbância em funç~o da concen-

traç~o de DNA. 
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4.5. Caracterizaç~o eletroforética (padr~o de esteresa­

ses) de 1 inhagens de f'1etarhi z ium ani sopl i ae. 

Padrbes de esterases têm sido utilizadas 

para a caracterizaç~o de linhagens selvagens e mutantes de 

/"fetarhizium anisopliae (VALADARES, 1989) . Realizou-se a 

caracterizaç~o eletroforética para esterases de linhagens 

selvagens, mutantes (tipos parentais) e recombinantes 

prototróficos do cruzamento E6.7 + MT12. As figuras 4 e 5 

mostram o padr~o de bandas de esterases para as 

em pauta. 

1 inhagens 

Como pode ser observado na figura 5, n~o 

foram detectadas diferenças entre as linhagens selvagens MT 

e E6, indicando uma possível proximidade filogenética 

entre ambas, podendo ainda as duas linhagens contituirem 

uma única que provavelmente foi transportada para o Mato 

Grosso do Sul a partir do Espírito Santo. Com o objetivo de 

dirimir dúvidas a cerca da similaridade do padr~o 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 n~o se confirmou, apresentando em contra-
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partida uma ausência de bandas que se encontravam presentes 

na eletroforese em que foram utilizados micélios de cultu­

ras com 7 dias de crescimento. 

Segundo ALFENAS et alii (1991), 

extraç~o de proteínas para eletroforese em fungos, 

para a 

deve-se 

coletar o micélio de todas as culturas na fase exponencial 

de crescimento, para reduzir a aç~o de enzimas proteolíti-

cas e a express~o de genes em funç~o da diferenciaç~o dos 

tecidos. A aç~o de enzimas proteoÍíticas pode ser uma 

explicaç~o plausível para o desaparecimento de bandas na 

eletroforese de linhagens com 10 dias de crescimento em 

relaç~o às de 7 dias. Eletroforese de proteínas utilizando­

se culturas crescidas a 28°C durante 7 dias, foi empregada 

por De CONTI et alii (1980) para a caracterizaç~o de onze 

linhagens de Metarhizium anisopliae. 

Como pode ser observado na figura 5, a 

linhagem mutante E6.7 apresenta um número de bandas supe­

rior à selvagem E6 da qual foi obtida. A linhagem MT12 n~o 

apresenta uma banda encontrada na linhagem selvagem MT 

(banda 4), embora possua uma banda de esterase, observada 

por De CONTI et alii (1980), como sendo característica nas 

diferentes linhagens de Metarhizium anisopliae. Esta banda 

também encontra-se ausente na linhagem E6. VALADARES 
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(1989), utilizando a linhagem E6 obtida no mesmo estoque da 

linhagem emp~egada neste t~abalho, obse~vou um pad~âo de 

este~ases semelhante, suge~indo, após compa~a~ com o pad~âo 

da linhagem em quest~o ~eisolada em inseto (E6.01), que a 

ausência dessa banda na linhagem E6 pode esta~ ligada à 

sucessivas ~epicagens em labo~ató~io. Ainda segundo essa 

labo~ató~io podem p~oduzi~ alte-auto~a, manipulaç~es em 

~aç~es nas linhagens de Netarhizium anisopliae, p~incipal­

mente no que se ~efe~e à patogenicidade, podendo este fato 

esta~ relacionado à p~oduç~o de enzimas. 

Embo~a nâo tenha sido possível dife~encia~ 

as linhagens selvagens baseado nos seus ~espectivos pad~~es 

de este~ases (cultu~as de 7 e 10 dias), essa dife~enciaçâo 

to~nou-se p~esente no que tange às linhagens mutantes. Em 

vista disso, foi factível a distinç~o das linhagens ~ecom­

binantes como sendo de um ou out~o tipo pa~ental. Como pode 

se~ obse~vado na figu~a 5, as linhagens ~ecombinantes RHl e 

RH2 possuem o mesmo pad~âo da linhagem pa~ental E6.7, 

enquanto o ~ecombinante RH3 n~o ap~esenta uma das bandas do 

pa~ental sup~acitado, apontando um possível estado aneu-

plóide do mesmo. 

Segundo o obse~vado nas figu~as 4,5 e 6, 

nenhum dos ~ecombinantes p~otot~óficos de colo~açâo ve~de 
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analisados quanto ao pad~~o de esterases, é diplóide. 

1 1 2 2 3 3 4 4 5 5 6 6 7 7 7 

L Linhagem selvagem MT 

2. Linhagem selvagem E6 

"7 
...) . Linhagem mutante MT12 

4. Linhagem mutante E6.7 

5. Recombinante RHl 

6. Recombinante RH2 

7. Recombinante RH3 

Figu~a 4: Elet~ofo~ese em gel de poliac~ilamida. Padr~es de 

este~ases em dife~entes linhagens de Netarhizium 

anisopliae. 
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MT Eb MT12 Eb.7 RHl RH2 RH3 

- - - - - - -
- - - - - -
- - - - - - -- - -- - - - -

- - - -
+ + 

Figura 5: Esquema obtido a partir dos padrbes de esterases 
de linhagens de NetarhiziLlm anisopliae com 7 dias 
de crescimento. 
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MT E6 MT12 E6.7 RHl RH2 RH3 

- - - - - -
- - - - - -- - -- - - - -

+ 

Figura 6: Esquema obtido a partir dos padr~es de esterases 
de linhagens de f'1etarhizium anisopliae com 10 
dias de crescimento. 
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5. CONCLUsClES 

1. A técnica de obtenç~o de heterocários de INGLE & 

HASTIE (1974), mostrou ser eficiente na obtenç~o de 

heterocários entre linhagens 

pliae. 

de Netarhizium aniso-

2. A ocorrência de um diplóide instável, com uma rápida 

haploidizaç~o, bem como a recuperaç~o de recombinan-

tes sem o prévio isolamento de um diplóide estável, 

confirmam a ocorrência de parameiose nesta espécie. 

3. Segundo o padr~o de esterases, existe uma elevada 

homologia entre as linhagens MT e E6, podendo as 

mesmas virem a constituir uma única linhagem que 

tenha sido transportada de uma regi~o (Espírito 

Santo) para outra (MT do Sul). 
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