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PARAMEIOSE EM Metarhizium anisopliae (METSCH.) SOROKIN

Autor: EDUARDO BAGALHI

Orientador: Prof. Dr. JOAO LUOCIO DE AZEVEDO

RESUMO

Com o objetivo de estudar ociclo parassexual
e deteccao da parameiose em Metarhizium anisopliae, mutan
tes morfologicos e auxotroficos foram obtidos nas linhagens
E6, E9 e RJ, para possibilitar a formacao de heterocarios,
selecao de divnloides e recombinantes, bem como para analise
genética da segregacao destas marcas. Observou-se uma maior
frequéncia de obtencdao de mutantes no método de irradiacao
e enriquecimento por filtragcdo, o qual apresentou um aumen
to de 2,6 a 10,7 vezes, quando comparado com o método de

i1solamento total.

Conidios provenientes de heterocarios obti
dos entre linhagens com marcas auxotroficas complementares
semeados em placas contendo MM e MM com diferentes suplemen
tacoes nutricionais, propiciaram o crescimento de recombi
nantes prototroficos e auxotroficos, mas nao dos parentais
auxotroficos. Observou-se a ocorrencia de recombinantes pro

totroficos e auxotroficos haploides no heterocario, em fre
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6

1 - c . .
a 3,5.10 7, com evidencias de recombina

qiéncias de 1.10°
cao mitotica, o que comprova a ocorréncia de parameiose nes
ta espécie. A parameiose foi interpretada como um possivel
mecanismo natural de amplificacdo da variabilidade genética

em fungos filamentosos imperfeitos.

Recombinantes hibridos, obtidos por parameio
se entre as linhagens E6 e E9 e compostos formados pela mis
tura de conidios de diversos recombinantes, bem como os pa
rentais auxotroficos e selvagens, foram avaliados com rela
cdo a eficiéncia em atacar o inseto Chalcodermus bimaculatus.
Enquanto larvas se mostraram susceptiveis de serem atacadas
pelo fungo, o mesmo nao foi observado nos insetos adultos.Ob
servou-se, na aplicagao com concentragao de 107 conidios/ml,
uma maior viruléncia de um dos compostos, o que demonstra o
potencial deste método na obtencdo de linhagens me lhoradas

para o controle bioldgico de insetos.
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PARAMEIOSIS IN Metarhizium anisopliae (METSCH.) SOROKIN

Author: EDUARDO BAGALHI

Adviser: Prof. Dr. JOAO LUOCIO DE AZEVEDO

SUMMARY

The present research was carried out aiming
to study the parasexual cycle and to detect parameiosis in
M. anisopliae. Morphological and auxotrophic mutants were
obtained from E6, E9 and RJ strains to get heterokaryons,to
select diploids and recombinants, and to obtain the genetical
analysis of these markers segregation. A higher frequency
in getting mutants was obtained in using irradiation and
the enrichment method. It showed an improvement of 2.6 to
10.7 times when it was compared with the method of total

isolation.

Heterokaryons obtained between strains with
complementar auxotrophic markers produced conidia,that were
plated in MM and MM with different nutritional suplementation,
to ailow the growing of the auxotrophic and prototrophic
recombinants but not the parental ones. It was observed
prototrophic and auxotrophic recombinants haploids in

heterokaryons, at the frequencies of 1 x 10-1 to 3.5 x 10_6,
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evidecing mitotic recombination, and comproving the
occurrency of parameiosis in this specie. Parameiosis was
interpreted as a possible natural mechanism in amplification

of the genetic variability in imperfect filamentous fungi.

It was availed the performance of attacking
the 1insect Chalcodermus bimaculatus by parameiotic hybrid
recombinants between E6 and E9 strains and a pool obtained
by conidia of various recombinants, and the auxotrophic and
wild parental strains as well. Larvae were susceptible to

the fungus attack but not the adult insects. Concentrations

of 107 conidia/ml showed higher virulence in one of the
mixtures. These results show the potenciality of this
method in getting improved strains for 1insect biological

control.



1. INTRODUCAO

O fungo entomopatogénico Metarhizium anisopliae
(Metsch.) Sorokin, pelas suas caracteristicas entomopatogé
nicas, vem se mostrando ser muito valioso no combate a uma
série de insetos pragas. No Brasil este fungo € largamente
utilizado no controle de cigarrinhas de cana-de-acucar e de
pastagens. Pela sua grande importancia em termos economi
cos e ecologicos, torna-se indispensdvel a realizacao de es

tudos fundamentais da biologia desta espécie.

Um grande nimero de linhagens, com grande va
riabilidade genética, ja foi detectada nesta espécie, para
sitando diferentes insetos hospedeiros. Por se tratar de
um fungo imperfeito, a descricao do ciclo parassexual e 0
desenvolvimento de metodologias de fusao de protoplastos
neste fungo, abriu a possibilidade de recombinagao de mate
rial gené€tico entre as diferentes linhagens, muito embora
poucas informacoes ainda existem sobre os detalhes destes
processos. Informacoes sobre o numero de grupos de ligacao,
sobre a estabilidade dos dipldides obtidos, bem como sobre

os eventos de recombinacao mitotica e surgimento de recombi
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nantes, sao ainda mais escassos. Embora haja evidéncias de
variagoes nos processos parassexuais em M. anisopliae, ha
necessidade de um estudo mais aprofundado, inclusive para
verificar a ocorréncia de processos do tipo parameidtico,ja

relatados para outros fungos.

O fungo M. anisopliae e outros fungos ento-
mopatogenicos, apesar do seu enorme valor e potencial, tem
sido sub explorado no controle dos insetos pragas, devido a
fatores que dificultam o seu uso. Dentre outros, podem
ser destacados os custos elevados de producao, curto tempo
de vida Util, exigéncias de condigOes ambientais  especifi
cas, alta especificidade ao hospedeiro e longo tempo para
provocar a morte dos insetos. Essas dificuldades podem ser
em grande parte sanadas pela melhoria dos métodos de produ
cao do fungo e pelo melhoramento genético das linhagens. O
melhoramento genético das linhagens para o controle biologi
co, utilizando-se de processos de hibridacao por parassexua
lidade, apesar de ser uma metodologia ja disponivel, tem

sido muito pouco utilizada.

O presente trabalho teve os seguintes objeti

VOS:

- Obter mutantes morfoldgicos e auxotroficos
em diversas linhagens de M. anisopliae, para facilitar 0s

processos de recombinagcao entre elas.
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- Aprimorar a metodologia de obtencao, rege
neragao e efetuar estudos citoldgicos em protoplastos desta

espécie.

- Fazer cruzamentos dentre e entre as 1linha
gens pelo processo cldassico do ciclo parassexual e verifi

car a ocorréncia da parameiose nestes organismos.

- Avaliar a patogenicidade de linhagens
selvagens, auxotroficas e recombinantes hibridos de
M.anisopliae, sobre o inseto Chalcodermus bimaculatus,

praga do caupi, Vigna unguiculata.



2. REVISAO DA LITERATURA

2.1. 0 fungo Metarhizium anisopliae

O fungo Metarhizium anisopliae € um Deutero
miceto pertencente a ordem Moniliales, familia Moniliaceae.
Foi descrito, pela primeira vez, por Metschnikoff, na Rus
sia, em 1879, parasitando larvas de 4n<isopliae aus triaca,
sendo entao classificado como Entomophthora anisopliae. ApGs
uma série de proposicoOes de diversos sinonimos, foi classi-
ficado como Metarhizium anisopliae em 1883 por Sorokin (ci-

tado por PETCH, 1931 e KENDRICK, 1971)..

TULLOCH (1976) revisou a taxonomia do
genero Metarhizium e manteve duas espécies: Metarhizium
flavoviride Gams (Rozsypal) e Metarhizium anisopliae (Metsch.)
Sorok, sendo que esta Gltima apresenta duas variedades, a
anisopliae(também conhe~ida como minor) e a major. Segundo
este autor, a variedade anisopliae apresenta-se com
conidios de 3,5a 9,0 um de comprimento, (usualmente 5,0 a
8,0 um) e a variedade magjor com conidios de 9,0 a 18,0 um

de comprimento, (usualmente de 10,0 a 14,0 um).



5.

0 fungo apresenta-se geralmente com conidios u-
ninucleados (TINLINE, 1971), com pequena proporgao de binuclea-
dos (MESSIAS, 1979) ou mesmo multinucleados em algumas linhagens
(LUNA, 1985). Durante a germinagao os nicleos se dividem e um
migra para o tubo germinativo enquanto o outro permanece o
conidio (VEEN, 1967; ZACHARUK, 1970); em conidios multinu-
cleados, ocorrem mitoses sucessivas a partir de um nicleo, antes
de migrarem para os tubos germinativos, sendo que, nestes casos,
também pode ocorrer conidios septados com emissio de dois tubos
germinativos (LUNA, 1985). As hifas sao frequentementes
uninucleadas em seus segmentos hifais, podendo ocorrer tambéem
dois ou mais nlcleos, ou mesmo segumentos multinucleados em
pontas de hifas (LUNA, 1985). A ocorréncia de anastamoses
entre hifas bem como entre conidios parece ser comum, 0 que
facilita a obtencdao de heterocarios (TINLINE § NOVIELLO , 1971;

MESSIAS, 1979).

Este fungo apresenta crescimento 6timo em temperatu-
ras entre 25° a 30°C (VILACORTA, 1978). E tolerante a uma
faixa de pH de 2,0 a 8,5, sendo que 6,9 € a melhor condigao
para crescimento e esporulacdao (VEEN, 1968).Comrelacdao a
fonte nutritiva € um microrganismo pouco exigente,
desenvolvendo-se em diversos meios de cultura, utilizando
como fonte de carbono o amido, glicose, glicerina, levulose,

maltose, sacarose e quitina (HUBER, 1958; LIHNELL,

1944), e também apresenta um &6timo desenvolvimento em meio



minimo e meio completo para Asperillus niduens (MESSIAS,1979).

Dentre os diversos agentes causadores de micose em
insetos, o fungo M. anisopliae assume um importante papel
(BURGES, 1981). No Brasil, este fungo vem sendo bastarte
utilizado nos ultimos anos no controle bioldogico de insetos
vulgarmente conhecidos como cigarrinhas, da ordem HomopZtera,
destacando-se Mahanarva positicata para cana-de-agucar
(GUAGLIUMI et al., 1974; AQUINO et al., 1975) e Deois §Lavopicta
e Zulia entreniana para pastagens (VEIGA,1979). Também tem sido
verificado a sua patogenicidade emoutros importantes insetos
pragas como a Diatraea saccharalis,broca-de-cana (ALVES et al.,
1984), ao Chalecodermus aneus
(= C.bimaculatus), ''manhoso' (LORD, 1986), ao Hypothenemus
hampel, broca-do-café (LECUONA et al., 1986), a Cernatitis
capitata (GARCIA et al., 1984) e outros (ALVES, 1986), bem como
em insetos de interesse médico como o Rhodnius prolixus,barbeiros

transmissores da doenga-de-Chagas(SILVA § MESSIAS, 1986).

Além do interesse no controle de pragas, o}
fungo M. andisopliae também vem despertando interesse com

relacgao a produgao de substancias farmacologicas como

antibioticos e imunomoduladores (ITO KAGAWA et al., 1984;
HINOet al., 1985; KINO et al., 1985).
Um grande nUmero de linhagens ou isolados,

provenientes de diversas fontes e varias regides do pais,



ja foi obtido e estudo com relagao a uma série de caracteris
ticas como crescimento e producao de esporos, producao de
- - - - -~ . -~ -~ -
exoenzimas, patogenicidade, resisténcia a agentes fisicos e
quimicos, variabilidade eletroforética, padrdoes em cromato-

grafia gasosa, onde se observou uma grande variabilidade na

tural na espécie (MESSIAS et al., 1978; HADDAD & MESSIAS,
1979; DE CONTI et al., 1980; VALE et al., 1980; ROSATO et
al., 1981; SANTOS § AZEVEDO, 1982; CORREA, 1983; FRIGO, 1983
MATOS, 1983; MESSIAS et al., 1983; AZEVEDO & MESSIAS, 1985;

LUNA, 1985; SILVA, 1985; FRIGO & AZEVEDO, 1986).

LUNA (1985) em um extensivo estudo de caracte
rizagao citologica e morfoldgica de linhagens selvagens, mu
tantes e diploides de M.anisopliae, detectou uma grande va
riabilidade genética entre estas linhagens. Duas delas (A4
e M5) apresentaram uma grande divergéncia das demais, sendo

sugerido como uma nova variedade ou mesmo uma nova espécie
dentro do género Mezarhizium. Através de analises citologi
cas, a autora propOs a existencia de 6 grupos de ligacao,po

dendo este numero variar nas diferentes linhagens.

ALVES et al. (1986) empregaram um sistema de
analise fenética para a separacao e agrupamento de isolados
de M. andisopliae, em que 16 caracteres foram analisados
através de taxonomia numérica, com ordenacao dos componen

tes principais. Observou-se uma grande variabilidade natu
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ral entre os isolados e uma forte influéncia do hospedeiro

de origem na determinacao dos agrupamentos.

RIBA et al. (1986) fizeram um estudo de carac
terizacao de 96 isolados de M. anisopliae provenientes de
varios insetos e de diversos paises, sendo 33 da América do
Sul, principalmente do Brasil. Os caracteres, analisados
por analise fatorial, foram o tamanho de conidios, a patoge
nicidade ao inseto Ostrinia nubilalis e padroes isoenzimati
cos. Observou-se uma certa homogeneidade entre os isolados
de M. antsopliae var. major e uma grande heterogeneidade en
tre os isolados da var. anisopliae, havendo porém uma certa
uniformidade nos isolados do Brasil e de isolados provenien
tes de insetos da familia Curculionidae; detectou-se também
a ocorrencia de uma terceira variedade "intermediaria', com
posta de isolados com conidios de tamanhos intermediarios,
com um pequeno espectro de hospedeiros e padrdes tipicos de
isoenzimas, os quais, segundo estes autores, poderiam ter
sido originados por processos de hibridacao entre as
linhagens de variedade magjor com 1linhagens da variedade

anisopliae, através do ciclo parassexual.

2.2. 0 ciclo parassexual

Com a descoberta do ciclo parassexual em fun

gos por PONTECORVO & ROPER em 1952, a genética de fungos en
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trou em uma nova fase, principalmente para os fungos imper
feitos que, por nao apresentarem um mecanismo conhecido de
recombinacdo genética pelo ciclo sexual, nao possibilitavam

seus estudos genético (SILVEIRA, 1983).

O ciclo parassexual, segundo PONTECORVO(1956)
se caracteriza por apresentar: anastomose de hifas com nu
cleos diferentes (heterocariose), fusao de nicleos haploi
des, permuta mitotica e haploidizacao. Além de ser um sis
tema que favorece aos estudos de ordem genética, possibili-
tando o mapeamento de grupos de ligagao, o ciclo parassexual
oferece ainda a possibilidade de variacao para os fungos
que nao apresentam ciclo sexual. Com relacao ao mapeamento
de genes, FORBES (1959) obteve uma linhagem de A4spergZllus
nidulans contendo marcadores em todos os oito grupos de 1i
gacao. Desta maneira, tendo-se uma linhagem mutante com um
gene a ser localizado em um grupo de ligacao, basta que se
proceda uma analise pelo ciclo parassexual e, com a haploi
dizagao, este gene sera mapeado juntamente com alguns marca
dos da linhagem mestre (McCULLY & FORBES, 1965). Em A.
nidulans, KAFER (1958), usando esta técnica de mapeamento,
localizou cerca de 40 genes nos 8 grupos de ligacao, sendo

que a localizacao destes genes foram confirmados com o uso

de analise meiotica.

0 ciclo parassexual também tem se mostrado

util nos estudos de dominancia e recessividade de genes em
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um mesmo nucleo, ou em citoplasma comum (ROPER, 1966; AZEVEDO,

1972) e também nos estudos sobre instabilidade mitética

(AZEVEDO, 1972; NIFFINEGER & SOUZA, 1979). Do ponto de vis
ta aplicado, o ciclo parassexual possibilitou a recombi-
cao e melhoramento genético em fungos economicamente impor-
tantes e que nao apresentam ciclo sexual (SERMONTI, 1969 ;
BONATELLI JR., 1981; MESSIAS, 1979) e também permitiu expli
car o aparecimento de novas racas fisioldgicas em fungos

fitopatogenicos (BUXTON, 1956, 1962; AZEVEDO, 1976).

A descrigao do ciclo parassexual em M.
anisopliae, com ocorréncia de heterocario, diploides e re-
combinantes estaveis, foi feita pela primeira vez por MESSIAS
(1979) e MESSIAS § AZEVEDO (1980), sendo confirmado quase si
mul taneamente por Al-AIDROOS (1980). Os autores trabalha
ram com marcas para resistencia (AL-AIDROOS, 1980) e marcas
para coloracao e auxotrofia (AL-AIDROOS, 1980; MESSIAS §
AZEVEDO, 1980). Os diploides obtidos nao apresentavam dife
rengas significativas dos haploides com relagao ao tamanho

-

dos conidios, porém eram diferentes quanto ao nimero de nu
cleos por conidios (os dipldides sao sempre uninucleados),
quanto ao diametro dos nicleos dos conidios (nos dipldides

era maior) e também quanto a quantidade de DNA (nos diploi

des era praticamente o dobro). Os setores haploides obti

dos por MESSIAS & AZEVEDO (1980) eram em sua maioria do ti

po parental, porém, alguns eram recombinantes, o que fez

concluirem que o numero dos grupos de ligacao € pequeno,nao
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superior a quatro.

BERGERON § MESSING-AL-AIDROOS (1982), também

trabalhando com o ciclo parassexual em M. anisopliae, obser
varam que o tamanho dos conidios dos dipldides era signifi-
cativamente maior do que os hapldides, o que € contrastante
com os trabalhos iniciais de AL-AIDROOS (1980) e MESSIAS §
AZEVEDO (1980). Os autores.fizeram a andlise da segregacao
de oito marcas genéticas e o mapeamento destes genes, pro
pondo a existencia de cinco grupos de ligacao. Estes auto-
res também observaram a ocorrencia de haploides recombinan-
tes no heterocardio, sem, no entanto, esclarecer a sua fre

qliencia.

MAGOON & MESSING-AL-AIDROOS (1984) descreve

ram critérios para diferenciar diploides, haploides e recom
binantes obtidos pelo ciclo parassexual em M. anisopliae,uti
lizando-se do tamanho dos conidios, da relacao entre o dia
metro dos nucleos/:tamanho dos conidios, da morfologia das
colonias e da estabilidade das colonias na presenca de ben
late. O tamanho dos conidios entre hapldides e diploides
apresentaram diferengas estatisticamente significante.
Duas linhagens que apresentavam tamanhos conidiais interme
didrios os quais os autores consideraram como sendo uma hi
perhaploidia (n + x) e uma translocagao, se cruzavam com
grande dificuldade e o possivel diploide obtido apresentava

um padrao anormal de segregacao. Duas outras linhagens pro
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venientes de cruzamentos entre parentais hapldides também
apresentavam conidios com tamanhos intermedidrios, sendo que
os resultados genéticos e a morfologia destas coldnias di-

feriam das demais.

MAGOON § MESSING-AL-AIDROOS (1986) pela anali

se dos segregantes obtidos no ciclo parassexual em M.

anisopliae, fizeram o mapeamento de mais duas marcas gené-

ticas nos 5 grupos de ligacao ja propostos por BERGERON G
MESSING-AL-AIDROOS (1982) e também propuseram a existencia
de 2 vias metabdlicas para a biossintese da pigmentacao dos

conidios.

LUNA § AZEVEDO (1985) utilizando duas linha

gens (A4 e E6) de M. anisopliae com caracteristicas divergen
tes e com marcas auxotréficas complementares obtiveram, pe
lo ciclo parassexual, possiveis dipldides que apresentavam
um volume nuclear maior que as linhagens parentais e que

mantinham a capacidade de atacar insetos.

Ainda com relacao ao ciclo parassexual em X.
anisopliae, uma limitacao desta metodologia cldssica € o fa-
to de que parece haver uma forte incompatibilidade entre 1li-
nhagens distintas desta espécie, de modo que nao se observa
a formacao de heterocarios entre linhagens muito diferentes
(SILVEIRA, 1983; FRIGO, 1983). SILVEIRA (1983) também ob-
servou que mesmo dentro de uma linhagem (RJ), havia dificul

dades na obtencao do heterocario. Este problema foi resol-
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vido quando se desenvolveu uma metodologia de fusdo de pro
toplastos para esta espécie. SILVEIRA (1983) e SILVEIRA §
AZEVEDO (1987), empregando esta metodologia de fusao de pro
toplastos em M. anisopliae, observaram uma alta freqliencia
de fusao dentro e entre linhagens, com a ocorrencia de fu-
sao nuclear, segregacdo e recombinacdo mitdtica. FRIGO
(1983) empregou em M. antisopliae, uma variacao desta técni-
ca que foi a utilizacao da linhagem selvagem morta, técnica
esta conhecida como a do '"'doador morto'" (FERENCZY, 1981;
HOPWOOD & WRIGHT, 1981), que mostrou ser efetiva na obten

cao de dipldides e segregantes entre linhagens distintas.

2.3. A parameiose em fungos

O termo parameiose foi proposto por BONATELLI
JR.etal.(1983) para designar um certo tipo de instabilidade
dos nilcleos diploides heterozigotos, os quais apresentariam
uma alta taxa de recombinagao e haploidizagao nas hifas he
terocaridticas, guardando semelhangas com o processo meioti
co. Estes autores descreveram o fenomeno através do estudo
de cruzamentos pelo ciclo parassexual de linhagens auxotro
ficas de Aspergillus niger utilizadas na produgcao de acido
citrico. Utilizando-se da medida dos diametros dos coni-
dios e do comportamento das colonias em meio contendo Benla

te, observaram que as colonias obtidas no heterocdrio eram
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dos tipos diplGides heterozigotos para todas as marcas auxo-
troficas e heterozigotos para apenas algumas marcas e tam-
bém recombinantes hapléides. Segundo estes autores, a ocor-
rencia de dipldides instdveis e estdaveis em 4. niger, rela-
tadas por outros autores (LHOAS, 1967; CHANG § TERRY, 1973
e DAS § ILCZUK, 1978), bem como a instabilidade observada em.

Penicillium patulum (CALAM et al., 1973) e a alta instabili
dade dos diploides de Cephalosporium acremonium (BALL G

HAMLYN, 1982) podem ser interpretadas com base na parameio

Se.

Evidencias da ocorrencia da parameiose podem
ser tiradas de diversos outros trabalhos descritos na lite-
ratura. Observa-se, no entanto, que a detecgao dos recombi
nantes hapldides no heterocdrio nem sempre € precisa, sendo
muito confundida pelos autores como sendo 'dipléides" (que

nao segregam) Ou COmMO parentais auxotroficos revertentes.

HASTIE (1962, 1964) estudou o ciclo parasse

xual em Verticillium albo-atrum e detectou uma alta instabi

lidade dos dipléides obtidos - culturas de colonias diploi-
des, com tres semanas de idade, apresentavam 95% de coni
dios haploides. O autor também detectou altas taxas de per

mutas mitoticas.

TYPAS G HEALE (1977) wutilizaram o sistema au

tomatico "Coulter counter'" para avaliacao do tamanho de ca

nidios de linhagens de Verticillium e deteccao da proporgao
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de conidios dipldides/haplGides, obtidos pelo ciclo parasse
xual. Estes autores verificaram uma alta freqléncia de ha
ploidizacdao dos dipldides, que aumentava em fungdao do tempo
de crescimento - a proporgdo de conidios dipldides diminuia
marcadamente na segunda e terceira semana de crescimento,sen
do que no final da quarta semana, todos os conidios eram

hapléides.

TYPAS (1983) realizou estudos de fusao de pro
toplasto e microinjecao para obtencao de heterocarios inter
e intraespecifico de Verticillium albo-atrum e V. dahliae.
Ambas as técnicas se mostraram eficientes na quebra da bar-
reira da parede celular para a hibridacao. A freqliencia
de formacao de dipldides nestes heterocarios artificiais
foi de aproximadamente 850-2000 vezes maior do que em hete-
rocdrios naturais. Este autor observou também uma alta fre
qlencia de emissao de setores diretamente do heterocario os
quais eram diploides, prototroficos hapldides e aneuploi
des. Esta alta freqlencia de prototroficos haploides, se-
gundo o autor, seria devido a uma alta freqllencia de rever

sao dos parentais auxotroficos.

HASTIE & HEALE (1984) fizeram uma extensiva re
visdo sobre a genética do genero Verticillium onde relatam
que os dipldides heterozigotos, obtidos do heterocario, sao

geralmente muito instaveis, embora alguns tipos estaveis te

nham sido descritos.
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Evidéncias mais conclusivas da ocorréncia de
parameiose podem ser observadas nos trabalhos de BALL G
HAMLYN (1982) e HAMLYN et al. (1985), os quais, estando aten
tos para a ocorréncia de recombinantes no heterocdrio, uti-
lizaram meios seletivos com diferentes suplementacoes para
detectd-los. Ambos os trabalhos foram realizados atraves de
fusao de protoplastos entre linhagens auxotréficas de
Cephalosporium acremonium, empregando meio minimo com dife
rentes suplementagoes para selecao de produtos de fusao. As
colonias regeneradas eram de dois tipos principais: recombi-
nantes hapldides estaveis e aneupldoides ou dipléides hetero
zigotos instaveis. A maior parte era recombinante hapldide,
sendo este grau de ploidia sugerido pela analise da estabi-
lidade destas colonias em meios com agentes haploidizantes,
com confirmagao atraves da medida da quantidade de DNA. Atma
vés da andlise genética da freqliéencia destes recombinantes,
HAMLYN et al. (1985) obtiveram evidencias da existencia de
8 grupos de ligacao, senao que detectaram também uma alta
taxa de permuta mitotica. A freqliéncia de fusao nuclear,es

Y em 10° proto

timada por HAMLYN et al. (1985), foi de 1.10°
plastos viaveis. Os dipléides obtidos, segundo estes auto
res, deveriam estar apresentando um crescimento desbalancea
do e lento, de forma que os produtos originados da nao dis-
juncao apresentariam uma velocidade de crescimento bem maior

fazendo com que rapidamente tomassem toda a colonia. Os au

tores (BALL § HAMLYN, 1982 e HAMLYN et al., 1985) relacionam
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seus resultados obtidos em (. acremonium com a instabilida-
de dos dipldides das espécies relacionadas de Cephalosporium

mycophilum e Emericellopsis salmosynnemata, descritas por

TUVESON § COY (1961) e FANTINI(1962), respectivamente, consi

derando a possibilidade de ser esta uma caracteristica des

te grupo de organismos.

Em M. anisopliae, o fenomeno da parameiose tam

bém parece estar ocorrendo. TINLINE § NOVIELLO (1971), os

quais foram os primeiros a tentar descrever o ciclo paras-
sexual neste fungo, utilizando-se de marcas auxotrdficas e
de resisténcia a drogas, lograram obter possiveis colonias
diplGides, mas que, no entanto, nao segregavam 0S componen-

tes parentais.

RIBA et al. (1980) fizeram a obtengao de re
combinantes mitoticos estaveis, do tipo intermediario, por

hibridacao de biotipos selvagens.

BERGERON §&§ MESSING-AL-AIDROOS (1982), fazendo
estudos do ciclo parassexual nesta espécie, observaram a
ocorréncia de haplGides recombinantes no heterocario, sendo
que discutem sobre a possibilidade de estar ocorrendo uma
rapida haploidizagao dos dipldides, num processo de insta

bilidade dos mesmos.

SILVEIRA & AZEVEDO (1987) utilizando-se de fu

sao de protoplastos intra e interlinhagens de M.anisopliae,
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com marcas auxotréficas e morfoldgicas, observaram que 0s
produtos de fusao eram altamente instaveis, emitindo seto
res recombinantes. Estes autores, na sua discussao, intez
pretam seus resultados com base na parameiose proposta por

BONATELLI JR. et al. (1983).

2.4. Obtencao de linhagens melhoradas de M. anisopliae pa

ra o controle biologico

Embora o ciclo parassexual em M. antisopliae ja

tenha sido descrita (AL-AIDROOS, 1980; MESSIAS § AZEVEDO,

-

1980), com metodologias de fusdo de protoplastos também Ja
desenvolvidas para esta espécie (FRIGO, 1983; SILVEIRA,
1983; SILVEIRA § AZEVEDO, 1987), poucos trabalhos foram fe£
tos no sentido de se explorar a virulencia de produtos de

cruzamentos.

GARCIA et al. (1985) realizaram trabalho de
avaliacao da patogenicidade da linhagem selvagem E9, de dois
mutantes auxotroficos de E9 e um dipldide obtido pmelo ciclo
parassexual, sobre Ceratitis capitata. O dipldide e os mu
tantes nao diferiram com relacao a patogenicidade, sendo a

linhagem selvagem E9 2,54 vezes mais efetiva que o diploide.

VALADARES et al. (1985) utilizando as linha

gens parentais A4 e A6 de M. anisopliae e diploides A4 x A6,



19.

obtidos pelo ciclo parasseXxual, em ensaio para a patogenici
dade, demonstraram que os diplGides eram muito mais efetivos
do que as linhagens parentais em causar a mortalidade em
Nezara viridula (aumento de 7 vezes) e em Spodoptera

frugiperda (aumento de 2,25 vezes).

RIBA et al. (198S) avaliaram a patogenicidade
de linhagens selvagens e mutantes de M. anisopliae var.
minor e M. anisopliae var. major, bem como de possiveis di-
pldoides obtidos entre estas linhagens, sobre os insetos
Aedes aegypti, Anopheles stephensi, Culex pipiens e Ostrinia
nubilalis. Possiveis diplGides obtidos entre linhagens
auxotréficas provenientes de uma mesma linhagem selvagem da
variedade minor, apresentaram patogenicidades semelhante ao
parental selvagem. Os autores também lograram obter possi
veis diploides entre as variedades minor x magjor, utilizan
do linhagens com apenas marcas morfoldgicas sem auxotrofia,
sendo que estes eram avirulentos nas espécies de insetos pa

ra as quais as linhagens parentais eram patogenicas.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Linhagens utilizadas

As linhagens de Metarhizium antsopliae utili

zadas foram:

E 6 - (Espirito Santo)
E 9 - (Espirito Santo)

RJ - (Rio de Janeiro)

Estas linhagens foram originariamente
isolados de insetos adultos de Deois flavopicta (Homoptera,

Cercopidae) .

3.2. Meios de cultura e solugoes utilizadas

3.2.1. Meio minimo (MM) (PONTECORVO et al., 1953)

NaNO3 ....................... 6,0

gca 09

KH POy tvvvveeinninanananan, 1,5

~
@)
=
(a»)
ul
0Q
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MgSO, « 7 HyO weviiiiinnniiinnn, 0,5 g
FESO4 «vvnnvnnneeieiiiennnenn 0,02 g
1 0,02 g
GliCOSE it it vinvreennnnnennenns 10,0 g
2 PP 15,0 ¢
Kgua destilada .vvvvvevennnnnn 1000,0 g

pH ajustado para 6,8 com NaOH 4%.

3.2.2. Meio completo solido (MC) (AZEVEDO & COSTA,
1973)

Meio minimo adicionado de:

Extrato de levedura ............. 0,5 g
Peptona ..eviiiiiiiiiiinnnnnnnnnns 2,0 g
Caseina hidrolisada ....eevevennn 1,5 g
Solucao de vitaminas .......cv0.. 1,0 ml
Solucao de acidos nucléicos ..... 1,0 ml

pH ajustado para 6,8 comNaOH 4%.

A solugao de acidos nucléicos so foi adicio

nado eventualmente.

3.2.3. Meio minimo 17quido (PONTECORVO et al., 1953)

Preparado segundo o item 3.2.1., nao  sendo
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adicionado agar.

3.2.4. Meio completo liquido

Preparado segundo o item 3.2.2., nao sendo

adicionado o agar.

3.2.5. Meio minimo mais 2% de meio completo e meio
p

minimo mais 4% de meio completo

Em tubos de ensaio, foram adicionados 2,5 ml
de meio minimo liquido mais 2% de meio completo 1liquido e
meio minimo mais 4% de meio completo liquido, respectivamen
te. Estes tubos foram autoclavados e conservados em refri

gerador.

3.2.6. Meio completo 2x concentrado

Preparado segundo o item 3.2.2., onde cada
componente foi colocado em quantidade dobrada, com excegao

da agua.

3.2.7. Meio minimo 1iquido para crescimento de mice

lio

Ao meio minimo preparadoisegundo o item3.2.1.,

foram adicionados requisitos para cada marca auxotrofica.
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3.2.8. Meio para crescimento de miceélio

Ao meio minimo liquido preparado segundo o
item 3.2.1., foram adicionados 2,0 g/1 de caseina hidrolisg

da e 5,0 g/1 de extrato de levedura.

3.2.9. Meio completo com KC1 (MCKC1) para obtencao
de crescimento de celulas totais (protoplas

tos, micelio e conidios nao digeridos)

Preparado segundo o item 3.2.6., onde o mes
mo foi diluido no momento de uso com KCl 1,4M em tampdo fos

fato pH 5,8 na proporgcao de 1:1.

3.2.10. Solucgao de vitaminas

Acido nicotinico ....vveninn... 100,0 mg
Kcido p-aminobenzdico ........ 10,0 mg
BiOotINa e eeeeeeeeeeeonnoones 0,2 mg
PiridoXina +eeeeeeeeneenneasas 50,0 mg
Riboflavina ...eeeieeennennnes 100,0 mg
Tiamina .oeee v venertenennnenns 50,0 mg
Kgua destilada esterilizada .. 100,0 ml

A solugao foi aquecida em banho-maria a 98°C
por 15 minutos e guardada em frasco escuro, no refrigerador

a 4OC.
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3.2.11. Solucao de acido nucléico de leveduras

a) Acido nucl€ico de leveduras: 2,0 g em 15,0 ml de HC1 1IN

b) Acido nucléico de leveduras: 2,0 g em 15,0 ml de NaOH 1IN

Ambas as solucoes foram aquecidas a 98°C du
rante 20 minutos, misturadas, o pH ajustado para 6,0 com
NaOH 4% e filtradas. Completou-se o volume para 40 ml e

. o)
manteve-se em refrigerador a 4 C.

3.2.12. Suplementos adicionados ao meio minimo

Estoques de suplementos sao preparados, adi
cionando-se cada um deles em frascos contendo agua destila
da esterilizada. Estes sao aquecidos em banho-maria (98°0)
por 15 minutos e conservados em refrigerador a 4°C (os esto

ques de vitaminas sao conservados em frascos escuros).
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Solugao Quantidade adicionada Concentragao
Suplemento Estoque por placa (20 ml de finalnomeio
(10 ml de agua) meio de cultura) de cultura
Adenina 50,0 mg 0,1 ml 25 ug/ml
Guanina 50,0 mg 0,1 ml 25 ug/ml
Arginina 100,0 mg 0,1 ml 50 ug/ml
Cisteina 100,0 mg 0,1 ml 50 pg/ml
Leucina 100,0 mg 0,1 ml 50 pg/ml
Lisina 100,0 mg 0,1 ml 50 pg/ml
Metionina 100,0 mg 0,1 ml 50 pg/ml
Prolina 100,0 mg 0,1 ml 50 pg/ml
Biotina 0,4 mg 0,1 ml 0,20 pg/ml
Acido nicotinico 1,0 mg 0,1 ml 0,50 pg/ml
Riboflavina 1,0 mg 0,1 ml 0,50 pg/ml
Pirodoxina 0,5 mg 0,1 ml 0,25 ug/ml

3.2.13. Solucao Salina (0,85%)

Preparou-se uma solugao de 8,5 g de NaCl em
1000 ml de agua destilada. 9 ml desta solugao foram coloca
dos em frascos e a seguir os mesmos foram autoclavados e

. o)
conservados em refrigerador a 4 C.

3.2.14., Solucao de'"Tween'" 80 (0,1%)

Forom adicionados 0,1 ml de''Tween' 80 em
100,0 ml de agua destilada com homogeneizagao e 2,5 ml da

solucao foram colocados em tubos de ensaio, que apods auto

clavagem foram mantidos em geladeira a 4°c.
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3.2.15. Solucao de caseina hidrolisada

Preparou-se a solucao, dissolvendo-se 100 mg
de caseina hidrolisada em 10 ml de H,0 destilada esteriliza
da. Esta foi aquecida em banho-maria (98°C) por 15 minutos

e a seguir conservada em refrigerador a 4°c.

3.2.16. Tampao fosfato pH 5,8 (0,2 M)

.Solucao A
NaH,POy + ZH)0 turtineriinnennnnnn, 31,2 g
Agua destilada ...vvvevninnnnnnnnnn 1000,0 ml
.Solucao B
Na,HPO, « ZH)0 tuvvvvnieensnnnnnnnn. 35,6 g
Kgua destilada .....ovvvvinevnennn. 1000,0 ml

As solugoes A e B foram conservadas no
refrigerador sendo o tampao fosfato preparado no momento de

uso,misturando 920 ml de solucao A com 80 ml de solugao B.

3.2.17. Tampao fosfato pH 6,9

.Solucao A

NaH PO, et ettt aeeeineeaenns 27,8 g

Kgua destilada ...vvvrvnnnnnnnnnns 1000,0 ml
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Solugao B

NagHPO, «evvtenneennineaaennn 53,65 g
Agua destilada ......vvevveewne.. 1000,0 ml

As solugoes A e B foram conservadas em refri
gerador sendo o tampao preparado no momento de uso, mistu

rando 45,0 ml da solucao A com 55,0 ml da solugao B.

3.2.18. Solugoes de alcool etilico

As solugoes foram preparadas nas concentra
coes de 95, 70 e 50%. As diluigoes do alcool para a

producao das solugées foram realizadas com agua destilada.

3.2.19. Solucao de Giemsa

Uma parte de Giemsa foi diluida em 66 partes

o) - .
C, sendo que apos o resfriamento,

de glicerina e 60
misturou-se com 66 partes de metanol. Esta solugao foi

mantida a temperatura ambiente.

3.2.20. Solucao de fixacao

Esta solucao foi preparida no momento de

uso, na proporcdo de 3 alcool etilico absoluto: 1 acido acé

tico glacial.
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3.2.21. Solugao de KC1 1,4M pH 5,8

Para o preparo desta solugcao, 104,38 g de KC1
foram dissolvidos com agitagao e aquecimento em 500 ml de Yo}
lucdo A (tampao fosfato pH 5,8). Levou-se ao potenciometro e
adicionou-se solucao B (tampao fosfato pH 5,8) até atingir pH

5,8. 0 volume final foi acertado para 1000 ml com tampao fosfa

to pH 5,8. A solugao foi autoclavada e conservada em refrigera

dor.
3.2.22. Solugao de KC1 0,7 pH 5,8
Para preparo desta solucao, um volume de KCl
1,4M foi diluido em igual volume de tampao fosfato pH §5,8. A

solucao foi autoclavada e armazenada em refrigerador.

3.2.23. Solugao de enzimas para produgao de protoplas

tos

Para cada 1,0 ml de KC1 0,7M em tampao fosfa-
to pH 5,8 foram adicionados 5,0 mg de enzima litica, sendo 2,5
mg de ''celulase CP" e 2,5 mg de '"NOVO" (HAMLIN et al., 1981)
Utilizou-se também o complexo litico formado por: '"Zimoliase"
(1 mg/ml)+ '"Macerozim R.10"(5mg/ml)+'"Celulase onozuka' (20mg/
ml).

3.2.24. Solugao de albumina 50%
Todo o volume da clara de um ovo foi <coloca

do em um Becker e picotado com uma tesoura pequena por cer
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ca de 1 hora, vagarosamente sem deixar formar espumas. Fil
trou-se em papel de filtro (o processo & lento - cerca de
3 horas). Ao volume filtrado adicionou-se igual volume de

glicerina (1:1). A solucao foi guardada sob refrigeracao a

o)
4 C, adicionando-se uma pequena porgcao de canfora (para

ajudar na preservacgao).

3.2.25. Solugoes de acido perclorico

A partir do acido perclérico 11,64N, foram

preparadas varias solugoes com normalidades diferentes:

HC104 0,2 N ...... 1 ml de HC10,: 57,2 ml de agua
HC10, 1,5 N ...... 1 ml de HC10,: 6,8 ml de agua
HC10, 3,75 N ..... 1 ml de HC10,: 2,1 ml de agua

As solucoes foram preparadas em banho gelo

-agua, em frascos escuros e guardados sob refrigeraciao.

3.2.26. Solucao de KOH 0,3 N

A um volume de 80 ml de agua, foi acrescenta

do 1,34 g de KOH.

3.2.27. Solucao de acetaldeido (1,6 mg/ml)

A um volume de 100 ml de agua, foi acrescen-

tado 160 mg/ml de acetaldeido. A solucao foi guardada em
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frasco escuro com tampa esmerilhada, na geladeira.

3.2.28. Solucao estoque de DNA

Em 20 ml de acido perclorico 1,5N foram di

luidas 30 mg de DNA purificado. A solucdao foi colocada em

frasco escuro e guardada sob refrigeracao.

3.3. Preparo de filtros, palitos de transferencia e este

rilizacao

3.3.1. Sistema de filtro para técnica de enriqueci

mento

No interior de filtros plasticos foram fixa
das 6 camadas de gaze (mantidas esticadas) com o auxilio de
fita crepe. Este conjunto foi envolto em papel de aluminio

e autoclavado por 15 minutos a 120°¢C.

3.3.2. Filtros Buchner para filtracao de micelio

Estes foram preparados, mantendo-se em seu
interior dwuas folhas de papel de filtro Whatman n°® 1.
Envolveu-se em papel de aluminio e papel comum e

autoclavou-se por 15 minutos a 120°cC.
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3.3.3. Uso de palitos para transferéncia de colonias

Palitos rolicos adquiridos no comércio foram
lavados em agua por 6 vezes consecutivas e entdao esteriliza
dos em forno por 3 horas. Depois de usados, foram novamen

te lavados, secos e esterilizados para posterior uso.

3.3.4. Esterilizacao e incubacao

Os meios de culturas e as solugoes foram es
terilizadas em autoclave por 15 minutos a 120°C (exceto nos
casos assinalados). Os frascos que necessitaram ser utili
zados e esterilizados, foram autoclavados a 120°cC por 35 mi
nutos (filtros, frascos de producao de protoplastos, etc.).
A temperatura de incubacao foi de 28°C, exceto quando foi

necessario deixar o material a temperatura ambiente.

3.4. Sobrevivencia a luz ultravioleta

Suspensoes de conidios das linhagens selva-
gens E¢, Eg e RJ em "Tween'80 foram observados ao microsco
pio com o auxilio de uma Camara de Neubauer, para se deter
minar o numero de conidios por mililitro. Estas suspensoes
foram diluidas em solucao salina (1:10), colocadas em la

pla
cas de Petri esterilizadas, irradiadas com luz ultravioleta

(Marca MINERALIGHT - Mod R52 - Ultra-Violet Prod Inc. USA),
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em diferentes tempos de exposicao. Apds cada irradiacgao,
diluigoes apropriadas foram feitas em solugao salina 0,85%
e 0,1 ml foi semeado em placa contendo MC. As placas foram
incubadas a 28°C em auséncia de luz. Findo este periodo,
as colonias sobreviventes foram contadas e procedeu-se o
calculo da curva de sobrevivencia, tomando-se o nimero de
colonias obtidas no tempo 0 minutos como 100% de sobreviven

cia. Foi estimado deste modo, o tempo de irradiacao que per

mitia 5% de sobrevivencia para as diferentes linhagens.

3.4.1. Obtencao de mutantes morfologicos

Suspensoes de conidios das linhagens selva-
gens (Eg, E9 e RJ), contendo 107 conidios/ml, foram dilui-
das em solucgao salina 0,85% (1:10) e irradiadas na luz ul-

travioleta no tempo que propiciasse 95% de morte.

As suspensdes irradiadas foram diluidas e se
meadas em placa contendo MC de modo que crescesse de 30 a
100 colonias por placa. Estas placas foram incubadas a
28°¢C por 7-8 dias. Findo este periodo, as colonias que pos
suiam coloracdao ou morfologia alteradas e que também cres

ciam em MM foram consideradas mutantes morfoldgicos.

3.4.2. Obtencao de mutantes auxotroficos

A obtencao de mutantes auxotroficos foi rea-
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lizada por diversos tratamentos (Figura 1):

Tratamento 1 - irradiagao e isolamento total;
Tratamento 2 - irradiagao e enriquecimento por filtracgao;
Tratamento 3 - protoplastizacao e isolamento total;

Tratamento 4 - protoplastizagao e enriquecimento por fil

tracao;

Tratamento 5 - protoplastizagao, irradiagao e enriquecimen

to por filtracgao.

Nos tratamentos em que houve irradiacao, a
fonte utilizada foi luz U.V., com tempo de exposicao de 1,5

a 2 minutos.

O tratamento mails utilizado fol o Tratamento

2, de irradiacao com enriquecimento por filtracao (SILVEIRA

& AZEVEDO, 1984).

3.4.3. Teste de reversao

Suspensoes de conidios dos mutantes auxotrd
ficos obtidos foram feitas em solugao de''Iween’'80, de tal
modo que as mesmas tinham 107 conidios/ml. Estas foram se
meadas em MM e incubadas a 28°C por 7-8 dias. Apds este pe
riodo foi verificado a presenca ou ausencia de crescimento

de colonicas.
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3.5. Producao de protoplastos (SILVEIRA & AZEVEDO, 1987)

Conidios crescidos em MC inclinado a 280Cpor
7-8 dias foram suspensos em solucgao salina onde se determi
nou suas concentracées (conidios/ml) com o auxilio de Cama
ra de Neubauer e microscopio. Estas foram adicionadas em
meio para produgao de micélio (item 3.2.8.) mais os requisi
tos de cada mutante para uma concentracao final de 106 coni
dios/ml. O meio assim obtido foi mantido em agitador rota
tdrio (150 rpm) a 28°C por 24 horas. Findo este periodo, o
micélio desenvolvido foi filtrado em filtro Buchner com au
xilio de bomba de vacuo e lavado em KCl1 1,4M (tampao fosfa
to pH 5,8). Determinou-se a seguir, seu peso uUmido. Este
micélio foi colocado em presenga de KC1 0,7M (tampao fosfa
to pH 5,8) e complexo de enzimas liticas na proporgao de
50 mg de micélio: 1,0 ml de KC1 0,7M: 5 mg de enzima (509
de celulase CP e 50% de NOVO ) (HAMLYN et al., 1981). Uti-
lizou-se tambem o complexo litico formado por: Zimoliase (1
mg/ml) + Macerozim R-10 (5 mg/ml) + Celulase Onozuka (20
mg/ml). Agitou-se em agitador reciproco (120 rpm) por 2:30
a 3:00 horas. Apds este periodo, verificou-se a presencgade
protoplastos com o auxilio de microscopio (uma gota da sus
pensao que havia sido colocada entre lamina e laminula). Uma
vez observada a presenca de protoplastos, centrifugou-se a
suspensao por 30 segundos a 500 rpm, sendo o sobrenadante re

tirado e centrifugado por 10 minutos a 4000 rpm. O sobrena
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dante foi desprezado, o '"pellet" ressuspenso em KCl1 0,7M es
terilizado e centrifugou-se novamente (4000 rpm; 15 minu-

tos). Repetiu-se esta operacao mais 2 vezes.

3.5.1. Contagem de protoplastos

Os protoplastos obtidos no item 3.5.('"pellet')
foram ressuspensos em KCl1 0,7 M (tampao fosfato pH 5,8) (vo
lume fixo) e contados em Camara de Neubauer com o auxilio

de microscopio optico.

3.5.2. Verificagao da presenca de hifas, esferoplas

tos e conidios na suspensao de protoplastos

Os protoplastos obtidos foram semeados por
"pour plate' em MC e MCKC1 (45 - 50°C). 0 crescimento de
colonias neste meio de cultura (MC), indicou o nimero de hi
fas e conidios que existiam na solugao de protoplastos quan
do comparado com a suspensao semeada em placas com MCKC1.

A semeadura foi feita em diversas diluigoes.

3.6. Obtencao de heterocarios (MESSIAS & AZEVEDO, 1980)

Conidios das diferentes linhagems (com com
plementacdo para marcas auxotroficas e morfoldgicas) foram

colocados em tubos de ensaio contendo 2,5 ml de MM 1liquido
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suplementado com 2% e 4% de MC liquido (permite uma germina
cdo inicial dos conidios). Estes tubos foram incubados por
10 dias (28°C) e a pelicula formada na superficie do meio
foi transferida para placas contendo MM solido. Apds incu
bacao (280C 10 dias) uma extremidade desta pelicula foi no
vamente transferida para placas contendo MM s6lido e nova-
mente incubadas a 28°C por mais 10 dias, para evitar-se cres

cimento devido a resquicios de MC vindos dos tubos.

3.6.1. Obtencao de diploides e recombinantes haploi

des a partir de heterocarios

Suspensoes de conidios provenientes das colo
nias heterocaridticas foram semeadas sem diluicdo e com di
ferentes diluigoes em placas contendo MM e com MM suplemen
tado com os requisitos nutricionais (aminoacidos e vitami
nas) em diferentes combinagoes. Estas foram incubadas a
28°¢C por 6-7 dias quando entao foram contados as freqlien-
cias das colonias nas diferentes combinacdes. As colonias
obtidas foram semeadas em MC ou MM + suplementos para
purificacao, sendo a seguir caracterizadas quanto a sua

morfologia, necessidades nutricionais e o grau de ploidia.
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3.7. Teste da estabilidade em MC com Benlate

Duas linhagens mutantes e um recombinante
foram inoculados em MC contendo concentracoes de 0,0; 0,1;
0 0,4; 0,6; 0,8; 1,0; 2,0 e 4,0 ug de Benlate/ml

de meio de cultura para determinagdo das concentragdes ini

bitorias de crescimento.

Recombinantes prototroficos ou possiveis di
ploides foram inoculados (12 repeticgOes para cada recombinan
te) em MC e em MC + Benlate (1 pg/ml de meio) onde se obser
vou as caracteristicas de crescimento das colonias (com ou

sem emissao de setores).

3.8. Coloracao de conidios e protoplastos (TANAKA et al.,

1979)

O material a ser corado (conidios e protoplas
tos) foi aderido a laminulas previamente untadas com albumi
na 50% e secadas levemente sob um bico de Bunsen. Para a
coloracao de protoplastos, utilizou-se uma gota da suspen
sao de protoplastos em KC1 0,7 M bem como os restos de  hi
fas ap6s digestao com o complexo enzimatico. As laminulas
contendo o material foram fixadas em alcool-acido acético
(3:1) por 30 minutos no minimo e no maximo 24 horas. Apos

a fixacdo, as laminulas foram colocadas em alcoois 95% e 703%,
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5 minutos em cada; podendo ser mantidas em alcool 70%, em
geladeira, por varios dias. ApOs os alcoois, as laminulas

foram lavadas em agua destilada por 3 vezes, sendo a seguir

colocadas para hidrolise em HCl1 1 N a 60°cC por 1 a 2 minu
tos (para protoplastos) e de 3 a 5 minutos (para conidios).

ApGs a hidrolise, as laminulas foram lavadas por 3 vezes em
agua destilada e uma Ultima vez em tampao fosfato pH 6,8 a
7,0, sendo a seguir coradas em GIEMSA a 10% (18 gotas da so
lugao-mae em 10 ml de tampao fosfato pH 6,8 a 7,0), por 40
a 60 minutos. Apds a coloragao, o material foi lavado rapi
damente por 2 vezes em tampao fosfato e a seguir procedeu
-se a montagem (provisdria) em laminas, passando parafina
nas bordas da laminula, com o auxilio de um bastiao de metal
aquecido e papel de filtro, procurando evitar bolhas de ar

entre lamina e laminula.

3.9. Extracao e quantificacao de DNA de conidios

3.9.1. Extragao do DNA (VAN TUYLL, 1977)

Utilizou-se uma suspensao de 5.108 conidios
para cada linhagem. Estas foram transferidas para tubos de
centrifuga com fundo conico e centrifugadas por 10 minutos
na posicdo 5 da centrifuga Excelsa Baby (4.000 rpm), sendo
as ''pellets' lavadas e centrifugadas novamente por duas ve

zes em agua destilada. Apds a lavagem, os conidios foram
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incubados em 5 ml de acido perclorico 0,2 N por 10 minutos em
banho gelo-agua e centrifugados por 10 minutos na posigao 5
da centrifuga Excelsa Baby. Esse processo foi repetido mais
uma vez. A seguilr, as ''pellets' foram ressuspensas em 4 ml
de KOH 0,3 N e mantidas a 37°C por mais ou menos 16 horas. A
pos este periodo, adicionou-se 0,6 ml de acido percldorico 3,75
N @ suspensdo, em banho gelo-agua, para precipitacio do
material. A seguir, foi feita wuma centifugacao por 10 minu-
tos na posicgao 5, desprezando-se os sobrenadantes. As ''pellets"
foram entao lavadas e centrifugadas por duas vezes com 4
ml de acido perclérico 0,2 N em banho de gelo-agua. A se
guir, foram tratadas com 1 ml de acido percldorico 1,5 N por
20 minutos a 70°C, para extracao do DNA, sendo a seguir cen-
trifugadas de maneira idéntica as demais centrifugacdes. Co-
letou-se o sobrenadante e repetiu-se o tratamento de ex-
tracdo com mais 1 ml de acido perclérico 1,5 por 20 minutos a
70°C. Os sobrenadantes obtidos nas duas etapas foram combi-
nados e o volume acertado para 3 ml com acido percléorico 1,5
N, sendo que apds esta etapa, procedeu-se a mais uma incuba -
cao a 70°C por 10 minutos seguido de centrifugagao também por
10 minutos na posigao 4 da centrifuga Excelsa Baby. A par

tir desta suspensao, procedeu-se a determinagao da quantidade

de DNA.

3.9.2. Determinacao da quantidade de DNA

A determinagao do DNA foi feita pelo método
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da difenilamina modificado (GILES § MYERS, 1965),usando

uma solugao de DNA de concentragao conhecida como padrao.

Foram misturados 2 ml da solucao de difenila
mina (4%) com 2 ml da suspensdao a ser analisada e adiciona
dos. 0,1 ml da solugao de acetaldeido (1,6 mg/ml). Esta mis
tura foi deixada a incubar a 30°C por 18 a 20 horas, sendo
as leituras executadas a seguir em espectrofotometro, nos
comprimentos de onda de 595 e 700 nm. A quantidade de DNA
das amostras & estimada pela diferenca entre as duas leitu

ras e pela comparacao com a curva padrao.

3.9.2.1. Curva padrao

Foi retirado uma aliquota de 1 ml da solucao
estoque de DNA, adicionando-a a 37,5 ml de acido perclorico
1,5 N, obtendo-se assim uma solucao de 40 ug/ml. A partir
desta, foram feitas diluicGes sempre com acido percldrico
1,5 N, de modo a se obter concentracgoes de 20, 10 e 5 ug/mlL
Com estas solucoes, foi tracada a curva padrao, utilizando-
-se a metodologia descrita no item anterior, obtendo-se uma
equagao da reta a qual relaciona absorbancia com concentra

cao de DNA.
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.10. Avaliacao da patogenicidade de linhagens selvagens
e recombinantes de M. anisopliae em larvas e adul
tos do inseto Chalcodermus bimaculatus, manhoso,

praga de Caupi

3.10.1. VLinhagens utilizadas

E6
ES
E6 ylo& pind Lis§
E9 ylol Zeub ade9
D2 - Recombinante hibrido prototrofico de colora
cao verde
D4 - Recombinante hibrido prototrofico de  colora
cao amarela
Composto 1 - Obtido pela mistura de conidios de 16
colonias recombinantes hibridas proto
troficas verdes
Composto 2 - Obtido pela mistura de conidios de 16
colonias recombinantes hibridas proto

troficas verdes

Com excecao do Composto 2, em que as colonias fo
ram crescidas em MM, todas as demais foram cresci

das em MC.
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3.10.2. Determinagao da viabilidade das linhagens

Esta fol feita semeando-se 0,1 ml de uma
suspensao com aproximadamente lO4 conidios/ml, de cada iso
lado, em placas de Petri (2 placas/isolado) contendo BDAY e
incubado a 27°C por 12 horas. As leituras foram efetuadas
pela contagem microscopica de 200 esporos por placa, consi-
derando germinado o conidio cujo tubo germinativo fosse fa

cilmente visualizado.

3.10.3. Preparo das suspensoes

Conidios de cada linhagem foram adicionados
a soluctes de''Tween''80 a 0,1% em agua destilada e uniformi-
zadas através de um macerador de tecidos de vidro de 15 ml
(Wheaton, U.S.A.), sendo em seguida filtrada em gazes. A
contagem do numero de conidios/ml foi efetuada em camara de
Newbauer, sendo repetida 2 vezes. As concentragoes utiliza

8

das foram de 10, lO7 e 106 conidios/ml, sendo que esta foi

corrigida nos casos em que a viabilidade era inferior a 100%.

3.10.4. Obtencao dos insetos

Vagens de Caupi provenientes 1o campo, infes
tadas por larvas do inseto foram colocadas em sacos de pa
pel de 26-18 cm e colocados sob recipientes cilindricos,com

21 cm de diametro por 8 cm de altura, contendo solo organi
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co umido esterilizado no fundo. Estes recipientes foram
mantidos em casa de vegetagao. As larvas que desciam ao so
lo, Gltimo instar larval, eram coletadas diariamente e colo
cadas em recipientes de 21 cm de diametro por 8 cm de altu
ra contendo solo organico Omido esterilizado (aproximadamen
te 10 cm de solo), e trazidas ao laboratdorio, onde foram
utilizadas no bioensaio de patogenicidade. Para a obtengao
dos adultos, as larvas trazidas ao laboratdorio eram manti
das em recipientes com solo, cobertos com pano de filo amar
rados com atilio de borracha, até atingirem a fase adulta,
sendo que eram entdo transferidos para gaiolas de acrilico,
de forma cilindrica, com 17 cm de diametro e 34 cm de altu-
ra, com tela de arame na parte inferior e pano de filo na
parte superior. Vagens verdes trazidas do campo eram adi
cionadas dentro das gaiolas para a alimentacao destes adul

tos ate a utilizacao dos mesmos no bioensaio.

3.10.5. Aplicacao do fungo e manutencao dos inse

tos

A aplicacao do fungo foi feita em grupos de
10 larvas ou 10 adultos, através da pulverizacao de 0,3 ml
da suspensao de conidios ou 0,3 ml de'"Tween'80 0,1% para a
testemunha, em uma torre calibrada de pulverizacao direta
(Figura 2) . ApoOs a aplicacao, as larvas foram colocadas em

placas de Petri (10 insetos/placa) contendo 30 g de solo or
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Figura 2. Torre calibrada de pulverizagao direta. CNPAF,

Goiania, GO. 1987.

Legenda:

1. Seringa

2. Bico de pulverizacao

3. Regulagem da altura de
pulverizacao

4. Manometro

Tubo de conexao ao compressor
Tubo de conexao ao aspirador

Suporte (peneira) para a su

perficie a ser pulverizada

Orificio para introdugao da

pipeta.



46 .

ganico esterilizado (estufa a 16OOC, 4 horas) umedecidas com
10-12 ml de agua destilada esterilizada, e os adultos foram
colocados em placas de Petri (10 insetos/placa) com fundo re
vestido com papel filtro umedecido com agua destilada e peda
cos de vagens de caupi. As placas foram mantidas em estufas
B.0.D. a 24 + 1°C. O experimento foi desenvolvido no Labora
torio de Patologia de Insetos do Centro Nacional de Pesquisa

do Arroz e Feijao - CNPAF - Goiania - GO

3.10.6. Delineamento experimental

Cada linhagem foi aplicada em 3 niveis de

concentracao de conidios (108, 107,106 conidios/ml), sendo
que se utilizou 5 repeticoes para cada tratamento, com 10

larvas/repeticao, em experimento inteiramente casualizado.

As avaliacOes foram iniciadas no 3° dia apoés
a aplicacao, sendo realizadas diariamente no experimento com
larvas e de dois em dois dias no experimento com adultos. Os
insetos mortos foram retirados e colocados em placas de Pe

tri com fundo revestido com papel filtro umedecido com agua

destilada, para confirmacao da infeccgao.

AS comparacoes entre as taxas de mortalidades
dos diferentes tratamentos, realizadas em cada um dos perio-
dos, foram analisadas segundo o teste de comparacgoes entre

proporgoes multinomiais, proposto por GOODMAN (1964), ao ni
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vel de 5% de significancia. Anélises de probits (FINNEY,
1971) também foram realizadas para o calculo do TL50 e TL90
(tempo letal 50% e tempo letal 90%) e obtencao das curvas
de tempo mortalidade. A Taxa de Potencia foi calculada, se
gundo ALVES (1986), adotando-se a linhagem E9 como padrao,
sendo expressa por Unidades de Poténcia (U.P.), wutilizando
a formula:
TL;, da linhagem padrao

TP = x 1000 (U.P.)
TLSO da amostra
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Sobrevivencia a luz ultra-violeta

A freqliéncia de sobrevivencia dos conidios
em diferentes tempos de irradiacao, para as tres linhagens
(E6, E9 e RJ), estao sumarizados nas Tabelas 1, 2 e 3. A
partir destes dados, foram obtidas as curvas de

sobrevivencia destas linhagens (Figura 3).

As linhagens E6 e RJ parecem nao ser diferen
tes entre si para a resistencia a luz UV, enquanto que a 1li
nhagem E9 se mostrou mais resistente que as demais. Esta
maior resistencia da linhagem E9 pode refletir uma possivel
selegao automatica deste carater, em funcao da mesma ja ter
sido amplamente utilizada a nivel de campo e, consequente

mente, submetida aos efeitos seletivos da radiacao solar.

A existencia de variabilidade genética para
o carater de resisténcia a luz ultra-violeta & muito impor
tante do ponto de vista aplicado, pois uma das limitagoes

na utilizacao dos fungos em condigoes de campo € a da morte
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Tabela 1 - NUmero e porcentagem relativa de conidios sobre-
viventes da linhagem E6 em diferentes tempos

de irradiagao 3 luz ultravioleta.

Ii?ggia gg Nimero de Porcentagem de
(minutog) sobreviventes sobreviventes
6

0 1,9 x 10 100,00

2 1,6 x 104 0,84

4 6,6 x 10° 0,03

8 3,3 x 10° 0.17

16 5,8 x 10° 0.03

Tabela 2 - Numero e porcentagem relativa de conidios sobre
viventes da linhagem ES9 em diferentes tempos de

irradiacao a luz ultravioleta

Tempo de

irradiacio Nume ro de Porcentagem de
(minutog) sobreviventes sobreviventes
6

0 3,9 x 10 100,00

2 3.8 x 10° 10,00

4 2,3 x 10% 0,60

8 5.7 x 10° 0,14

16 5.4 x 10° 0,13
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Tabela 3 - N{mero e porcentagem relativa de conidios sobre
viventes da linhagem RJ em diferentes tempos de

irradiagao a4 luz ultravioleta.

Tempo ?e Nime ro de Porcentagem de
irradiagao sobreviventes sobreviventes
(minutos)
6

0 2,4 x 10 100,00

) 1,0 x 10° 0,42

4 3,3 x 10° 0,14

8 2,5 x 107 0,10

16 2,0 x 10
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Figura 3 - Curva de sobrevivéencia dos isolados E6, E9 e RJ

de M. anisopliae em diferentes tempos (minutos)

de irradiacao a luz ultravioleta.
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dos conidios provocada pela radiagdo ultra-violeta da luz
solar (CORREA G AZEVEDO, 1986). A possibilidade de se com
binar, em uma mesma linhagem, o carater de maior resisténcia
a radiacdo, com outros relacionados a patogenicidade emaior
viabilidade do fungo no ambiente, € promissor em termos de

me lhoramento genético.

4.2. Mutantes morfologicos obtidos

Os mutantes morfologicos obtidos para as
trés linhagens estao sumarizados na Tabela 4. Estes
mutantes foram selecionados visualmente, escolhendo-se
aqueles que apresentavam coloragao diferente das linhagens
selvagens e que ainda mantinha caracteristicas de bom

crescimento e producao de conidios.

Estes mutantes para coloracao podem ser agru
pados em duas classes, quais sejam: amarelo evioléta ou cin
za. Na classe amarela, de maior ocorréncia, observa-se uma
variacao na tonalidade da coloracao, indo do amarelo bem
forte até o amarelo quase verde; ja na classe violeta ou
cinza, observa-se uma maior uniformidade entre os mesmos.Es
tas duas classes de mutantes morfologicos podem estar rela
cionados a existéncia de duas possiveis vias biossintéticas
(MAGOON & MESSING -AL-AIDROOS, 1986) envolvidas na producgao
do pigmento verde, caracteristicoda coloracao selvagem. Uma

destas vias, provavelmente commals passos metabolicos, esta-
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Tabela 4 - Mutantes morfol&gicos das linhagens E6, E9 e RJ

obtidos através da irradiagao com ultravioleta.

Linhagem selva Morfologia da Denominagao

gem irradiada colonia do mutante
E6 amarelo-forte E6 ylol
E6 violeta cinza E6 viLo?
Eg amarela verdeada E6 yLo3
E6 amarela verdeada E6 yLod
E6 amarela com bordos verdes E6 yLob
E6 amarela com bordos verdes E6 yLob
E6 amare la verdeada E6 yLo7
E9 amarela forte E9 ylol
E9 amarela forte E9 ylo?
E9 violeta cinza Eq vL0o3
E9 violeta cinza E9 vLo4
E9 violeta cinza Eq vLob5

RJ violeta cinza RJ viol
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ria relacionada com os mutantes amarelos e a outra via,
com menos passos metab8licos, relacionada com os mutantes

violetas.

4.3. Mutantes auxotroficos obtidos

Os resultados da freqliencia de obtencao dos
mutantes auxotroficos, nos diversos tratamentos, para as di
ferentes linhagens selvagens e mutantes, estao apresentados

na Tabela 5.

Os tipos de mutantes auxotroficos obtidos e
suas freqllencias, nos diversos tratamentos, estdao sumariza-

dos na Tabela 6.

O método de irradiacao com UV e enriquecimen
to por filtragao (tratamento 2) fol o que apresentou melho
res resultados. Observou-se uma freqllencia de 0,8 a 3,2%
de mutantes. Comparando-se com o método de irradiacao e
isolamento total (tratamento 1), onde se obteve uma freqUég
cia média de 0,3% de mutantes, o aumento observado € de
2,6 a 10,7 vezes. Esta mesma comparacao quando feita com
os resultados obtidos por MESSIAS (1979), o qual obteve
0,1% de mutantes no isolamento total, proporciona um aumen-
to de 8 a 32 vezes, o que € praticamente a metade do obtido

por SILVEIRA & AZEVEDO (1984), que obtiveram um aumento de
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Tabela 5 - Freqliéncia de obtencgao de mutantes auxotr8ficos

em M. anisopliae nos diferentes tratamentos em

diversas linhagens

Trata Linhagens Nimero de Nimero de Freqllencia
—_ colonias mutantes de mutantes

mento utilizadas ensaiadas obtidos obtidos
1 E6 260 0 0,00

E9 234 1 0,0043

RJ vio] 156 1 0,0064

650 2 0,0030

E6 vio? 512 5 0,010

E6 ylLod 496 4 0,008

E6 yLo7 307 7 0,023

E9 ylol 339 6 0,018

E9 ylo? 238 5 0,020

E9 met] 125 5 0,024

2 RJ viol 618 7 0,008
E6 vio? 2is6 257 4 0,015

E6 uio? ade5 254 3 0,029

E9 ylol metl 220 7 0,032

E9 ylol Leub 247 5 0,020

E9 ylo? 2Lis3 225 3 0,013

RT vio] £is3 276 5 0,018

4114 66 0,016

RJ uwio] 879 0 0,000

3% E6 uio? ade5 prol 495 0 0,000
E9 ylol Leub nib§ 520 0 0,000

1893 0 0,000

4 RJ wio] 208 0 0,000
5 RJ 364 4 0,011

* No tratamento 3 também nao se obteve mutante morfologico.
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Tabela 6 - Freqléncia dos tipos de mutantes auxotrGficos ob-

tidos nos diversos tratamentos.

Tipos de Nimero de A
Tratamentos vezes dque FreqUencia
mutantes
ocorre

1 ! met 2 1,00
: met 15 0,22
! lis 8 0,12
! leu S 0,07
X arg 4 0,06
H pro 2 0,03
' (cas.) _9 0,13
X 43 0,65

i ade 10 ,
2 ' gua 1 01
! 11 0,17
! bio 2 0,03
! nic 2 0,03
! rib 1 0,01
j pir 1 0,01
! (vit.) 6 0,09
: 2 0,18
66 1,00
S , {cas.) 3 0,75
! (vit.) 1 1,25
! < 1,29
4 1,00

met - mutante deficiente na biossintese de metionina; lis-1i

sina; leu - leucina; arg - arginina; pro - prolina; ade-
adenina; gua - guanina; bio - biotina; 7rib - riboflavina;
pir - pirodoxina; (cas.) - mutantes deficiente na biossinte

se de aminoicidos, cresce quando suplementado com caseina;

(vit.)

- vitaminas.



57.

23 a 61 vezes. Do total de mutantes obtidos pelo método de
enriquecimento, 65% sao para deficiencia na sintese de ami-
noacido, 18% para vitaminas e 17% para acido nucléicos. Os
tipos de mutantes mais frequentes foram para metionina(22%)
seguido de adenina (15%) e lisina (12%). A maior freqliéen-
cia de mutantes para aminoacidos em métodos de enriquecimen
to por filtragao tem sido relacionada a um possivel «cresci
mento dos mutantes para vitaminas utilizando tragos desses
elementos, por um processo de sintrofismo com os prototrofi
cos ou pela lise espontanea das células (STRAUSS, 1958;

SILVEIRA & AZEVEDO, 1984).

A nao obtengao de mutantes a partir de
colonias regeneradas de protoplastos pode ser devido ao

fato de que a protoplastizagao nao provoca alteragoes a

nivel de DNA ou estas estariam ocorrendo, porém
inviabilizando o protoplasto, nao permitindo a sua
regeneragao, ou entao as alteragoes ocorrem em uma

freqUéncia muito baixa, sendo masca radas pela ocorréncia

de protoplastos com mais de um nucleo.

Na Tabela 7 estao sumarizados todos os mutan
tes obtidos, com ou sem marca morfoldgica e com dupla defi
ciéncia auxotrofica. Algumas marcas nao puderam ser carac
terizadas quanto ao tipo de requisito nutricioral, ou o
faram apenas na diferenciacao entre solucao de vitaminas e
caseina (aminoacidos). A obtencao de um bom nimero de

mutantes € essencial nos estudos da parassexualidade
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Tabela 7 - Total de mutantes obtidos, com dupla deficiéncia
auxotréfica
N¢ protocolar Linhagens
1 E6 vio? ade5 proll
2 E6 vio? ade5 metl7
3 E6 vio? ade5 metl?
4 E6 vio? ade5 2is27
S E6 vio? Lisé6 biol
6 E6 vio? Lisé6 meith
7 E6 vio9 met9 bio9d*
8 E6 ylo8 pin§ Liss*
9 E6 vio? adeb5 (vit 12)**
11 E9 metl L£is1
12 E9 met] £is3
13 ES9 yLol mexl piné
14 ES ylLol met] £is10
15 E9 yLol mextl ndicl?
16 E9 yLol mextl angl3
17 E9 ylol Leué prol
18 E9 yLol Leub met?
19 E9 yLol Leué nibs
20 E9 yLol Leub ade?9
21 E9 ylol &is3 angl?
22 E9 ylo? £is3 metl3
23 ES ylo? Lis3 metld
24 E9 yLol mexl x2**
25 ES yLol met] x5**
26 E9 yLol metl x7**
27 E9 yLol mextl x2**
28 E9 yLol Leub x3**
29 E9 yLol Leub x5**
31 RJ viol £i83 bLlo?
32 RJ viol £is3 meth
33 RJ vio]l £is3 mexl?
34 RJ viol £443 (vit.8)**
35 RJ viol £is3 (cas.1l5)**
36 RJ Leul L£is?2
37 RJ Leul (vit.3)*”
38 RJ viLol metl (vit 9)**

* Os mutantes 7 e 8 foram obtidos por Wanderley Dias Silvei
ra, do Departamento de Biologia Celular da UNICAMP.

a .. - .
** Mutantes com a 25 marca auxotrofica nao caracterizada.

vit. = vitamina cas. = caseina
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permitindo maiores opgdes de cruzamento entre linhagens com
marcas complementares e também para facilitar os estudos de

mapeamento de genes e de numero de grupos de ligacao.

4.4, Obtengao, regeneracao e citologia de protoplastos

4.4.1. Obtengao e regeneracao

Na Tabela 8 estao os resultados do numero de
protoplastos obtidos e a freqléncia de regeneragao nas dife
rentes linhagens, wutilizando dois complexos enzimaticos
diferentes para a obtengcao dos protoplastos e dois
estabilizadores osmoticos diferentes para a regeneracao dos

mesmos .

O complexo enzimatico (Z + M + C), quando uti
lizado na linhagem E6, demonstrou ser inferior ao complexo
(S + N), pois observou-se uma menor produgao de protoplas
tos e uma baixa regeneracgao. Esse mesmo complexo
enzimatico apresentou bons resultados na linhagem RJ, com
boa produgao de protoplastos (maior do que o complexo S +
N) e uma boa regeneracao (porém menor do que a observada
no complexo (S + N). O complexo enzimatico (S + N)
apresentou, de wuma maneira geral, bons resultados em todas
as linhagens, comdestaque de maior producao nas linhagens

E9 e RJ.
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Tabela 8 - Numero de protoplastos obtidos e freqliencia de re

generacdo em diferentes linhagens de M. an<sopliae.

Freqllencia de

Complexo Numero de
Linhagens . Regeneracao
enzimatico prot;glastos N Sacarose
’ 0,6 M
E6 Z+M+ C 1,6 . lO6 0,05 0,05
E6 S + N 3,1 . 106 0,44 0,40
E6  uio? adeb proll S + N 2,6 . 106 0,15
E6  uio? ade5 proll s+N  2,2.10°
E9 Lol Leub nib§ s+N  2,5. 10 0,36
E9  ylol Leus ib§ S+N 1,6 . 10
RJ Z+ M+ C 8,0 . 106 0,10 0,35
RJ S + N 6,0 . lO6 0,46
RI  wol S + N 6,0 . 106 0,12
RI uviol s+N  3,3.10 0,27
Z =-Zimoliase (1 mg/ml)
M = Macerozim R - 10 (5 mg/ml)
C = Celulase Onozuka (20 mg/ml)
S = Celulase Sturge (2,5 mg/ml)
N = Novoym (2,5 mg/ml)
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A freqliéncia de regeneracao dos protoplastos
foi bastante variada (de 0,05 a 0,44), com uma média de
0,24 em KC1 0,7M e 0,26 em sacarose 0,6M. Parece estar ha
vendo uma relacao do tipo ''maior producao - maior taxa de
regeneracao'". O estabilizador osmético com KCl 0,7M &€ o)
mais comumente utilizado; no entanto, a freqilléencia de rege-
neragao obtida por alguns autores nao tem sido muito boa
(SILVEIRA & AZEVEDO, 1987). A utilizagao de sacarose 0,6M
apresentou bons resultados de regeneragao, sendo o seu in

conveniente, o fato de deixar o meio muito viscoso, dificul

tando a distribuicao dos protoplastos durante a semeadura.

Diferengas na obtencao e regeneracao de proto

plastos, entre as linhagens, podem refletir diferencas na
constituigao da parede celular das mesmas. A busca de no
vos complexos enzimaticos, bem como de novos estabilizado

res osmoticos poderd aprimorar a metodologia de obtencao e
regeneragao de protoplastos, tornando mais viavel a fusao
de protoplastos entre linhagens com caracteristicas genéti

cas distintas.

4.4.2. Citologia dos protoplastos

A analise citologica dos protoplastos foi rea
lizada na linhagem RJ vio]l, apos 3 horas de digestao com as
enzimas (S + N) em KC1 0,7M. Na Tabela 9 estao os resulta-

dos da distribuicao da freqliencia de numero de nucleos/pro-
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toplastos, onde se observa que a maioria dos protoplastos e
uninucleada (71,4%), com 23,4% de binucleados a 5% de trinu
cleados, ocorrendo também protoplastos com até 5 nucleos
(0,2%). Observou-se também a ocorréncia de protoplastos
anucleados em uma freqléncia da ordem de 10 a 20% do total. A
Figura 4 traz os registros fotograficos realizados em fo
tomicroscopio, onde se observam diferentes aspectos da mor
fologia dos protoplastos. Na foto 1, os protoplastos, sem
fixacao e coloracao, apresentam uma variacao de tamanho; na
foto 2, protoplasto sendo liberado e fragmento de hifa (se

ta); na foto 3, protoplastos anucleados e com diferentes for

matos (setas); na foto 4, um protoplasto em divisao nuclear

(seta 4.1) e um com nicleo e nucléolo bem visivel (seta
4.2); na foto 5, varios protoplastos uninucleados com nu
cléolos visiveis (seta 5.1), um protoplasto bem maior em

divisao nuclear (seta 5.2) e um em formato elipsoidal (pro
vavelmente) com restos de parede (seta 5.3); na foto 6, um
protoplasto em divisdo nuclear com ''corpos cromatidicos"

bemvisiveis (seta).

A coloragao com Giemsa permitiu uma boa visua
lizacdo dos nicleos (coloracao mais intensa) e também dos
nucléolos (coloracdo menos intensa). O pequeno tamanho dos
niicleos nao permitiu uma identificagao segura dos cromosso
mos, mas, em alguns casos, foram visualizados ''corpos croma
tidicos" (TANAKA et al., 1974) de nicleos em divisao, 0s

quais podem ser os proprios cromossomos (TANAKA, Comunica
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Tabela 9 - Distribuigdo da freqUéncia de nimero de niicleos/
protoplastos na linhagem de M. anisopliae RJ
yLol.

Nimero de nlcleos/protoplastos

Repeticgoes
1 2 3 4 5
I 68 27 5 0 0
II 73 21 6 0 0
ITI 68 23 7 0 1
IV 74 23 3 0 0
\Y% 73 23 4 0 0
TOTAL 357 117 25 0 1

X 71,4 23,4 5,0 0 0,2
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Figura 4 - Protoplastos de M. anisopliae linhagem RJ wv<iol,

aumento 1000 x, obtidos apds 3 horas de
digestao com enzimas Sturge + Novozym. Foto 1 -
sem coloragao; fotos 2 a 6, com fixacao e

coloracao emGiemsa HCl (Merck).
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cdo pessoal). O numero destes ''corpos cromatidicos" € de
quatro ou cinco, o que reforgca a hipotese de que o nimero
de grupos de ligacao em M. anisopliae € pequeno (MESSIAS,
1979), sendo provavelmente cinco (BERGERON § MESSING-AL-

-AIDROOS, 1982).

4.5, Teste de reversao

Os mutantes com dupla deficiéncia  auxotrofi
ca das linhagens de E6 e ES, que apresentavam bom crescimen
to e produgdao de conidios, foram ensaiados quanto a rever
sdao espontanea de suas marcas, semeando-se nunca menos que
106 conidios/placa em MM. Os resultados estdo sumarizados
na Tabela 10, onde pode ser observado que nenhum mutante
apresentou colonias revertentes nesta quantidade de coni-
dios utilizados. A nao reversao dos mutantes, nas condi
¢oes aqui empregadas, permite uma maior segurangca na obten
cao de dipldoides e recombinantes a partir de altas concen

tracdes de conidios (em torno de 106) do heterocario.

4.6. Obtencao de heterocarios

Na Tabela 11 estao os resultados da obtencao

de heterocarios nos diversos cruzamentos, onde se avaliou o
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Tabela 10 - Freqliencia de reversdo espontanea dos mutantes

com dupla deficiéncia auxotrdfica das linhagens

de E6 e E9.

Freqllencia de re

N° protocolar Linhagens versao em100a 10
conidios
1 E6 vio? ade5 proll <1
2 E6 vio? adeb5 metl7 <1
3 E6 vioZ ade5 met?? <1
4 E6 vio? ade5 L4427 <1
9 E6 wvio? ade5 pinll? <1
6 E6 vio? Lis6 met5 <1
7 E6 vi0o9 met9 bL09 <1
8 E6 yLo§ pin8 Lis8 <1
11 E9 met] Lisl <1
12 E9 met] £is3 <1
15 E9 yLol mex] biol? <1
17 E9 ylol Leub pnrol <1
18 E9 ylol Leub met? <1
19 E9 ylol Leub nibg <1
20 E9 ylol Leub ade9 <1
22 E9 ylo? &is3 metl3 <1
23 E9 ylo? Lis53 metl4 <1
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Tabela 11 - Coloracao dos conidios e vigor dos heterocirios
obtidos em diversos cruzamentos entre mutantes

de E6, E9 e RJ com marcas auxotroficas complemen

tares.
it?2§52325 ggégﬁigso dgz Vigor 99
(N¢ proto- heterocirio heterocario
colar)
1 x 7 ve rde +4++
1 x 8 verde ++++
2 x 8 verde ++++
3 x 8 verde +++
11 x 17 verde +++
11 x 19 verde +++
11 x 20 verde +++
12 x 17 verde + 4+ +
12 x 19 verde ++++
12 x 20 verde ++++
19 x 22 amarelo ++
20 x 22 amarelo ++
19 x 23 s.f.p. -
20 x 23 s.f.p. -
1 x 11 verde ++++
1 x 12 ve rde ++++
1 x 19 violeta ++
1 x 20 violeta ++
8 x 19 amarelo ++
8§ x 20 amarelo +4+4+
1 x 31 s.f.p. -
2 x 31 s.f.p. =
3 x 31 s.f.p. =
s.f.p. = sem formagcao de peliculas ++ = pouco vigor
++++ = bastante vigor * - muito pouco vigor
+++ = mpédio vigor - = nao crescimento
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vigor de crescimento das peliculas e a coloragao dos coni
dios. Na maioria dos cruzamentos houve a complementacgao gé€
nica com bom vigor das peliculas e com a restauracao da co
loracao verde selvagem dos conidios. Em dois cruzamentos
de E9 x E9 (19 x 22 e 20 x 22), a coloracao dos conidios se
manteve amarela, o que pode significar que as marcas ylol
e ylLo? da linhagem E9 sejam alelas. Os cruzamentos 19 x 23
e 20 x 23 nao formaram peliculas, provavelmente devido a
uma ndao complementagdo das marcas auxotroficas. Os cruza
mentos entre E6 x E9 apresentaram uma boa complementagao com
relagdo as marcas auxotroficas mas ndao com relagdo as mar
cas de coloragao, pois a coloracao dos conidios do heteroca
rio 1 x 19 e 1 x 20 (E6 vio x E9 ylo) era violeta e de
8 x 19 e 8 x 20 (E6 yLo x E9 ylo) era amarelo. Embora pou
cos cruzamentos fossem realizados, a nao obtengao de hetero
cario entre E6 x RJ vem confirmar uma incompatibilidade de
parede entre estas linhagens, ja observada por SILVEIRA
(1983), o que dificulta o cruzamento entre as mesmas pela

técnica classica utilizada no ciclo parassexual.

4.7. Detecgao da ocorrencia de parameiose

4.7.1. Obtengao de possiveis diploides e recombinan

tes haploides

Na Tabela 12 estao sumarizados os cruzamen-
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tos, bem como, os meios seletivos com diferentes suplementa
coes, utilizados para a obtengdao de possiveis diploides e
recombinantes haploides. Os meios seletivos suplementados

foram preparados de modo a possibilitar o crescimento de re
combinantes auxotroficos com diferentes combinacdes de mar
cas, sem, no entanto, permitir o crescimento das 1linhagens

parentais auxotroficas.

Os resultados da freqliéncia de obtencao de co
lonias nos.cruzamentos entre linhagens E6 x E6 estao sumari
zados na Tabela 13. Observou-se uma variacgao na freqliencia
de 3,5 . 107> a1 . 10"% e também o crescimento confluente
em dois cruzamentos. Nao se detectou diferencas entre se
meaduras em meios com ou sem suplementacao, bem como entre
conidios provenientes de heterocario simples ou de pontas
de hifas. Colonias obtidas nos diferentes meios seletivos,
dos cruzamentos 1-x 8 e 2 x 8, foram purificadas e caracte-
rizadas com relagao a morfologia e auxotrofia. Estes resul
tados estdao na Tabela 14. Confirmou-se a ocorréncia de re
combinantes prototroficos de coloragao verde selvagem, ama-
rela e violeta em MM e em MM com suplementacao, e também de
recombinantes auxotroficos com coloracdo verde e amarela,
bem como um recombinante (yfo ade) com a marca morfoldgica
de um parental e a marca auxotrofica do outro parental. Os
recombinantes auxotroficos sempre foram obtidos no meio su

plementado que possibilitava o seu crescimento, (yfo pdxa em

MM + ade + piro e ylo ade também em MM + ade + piro), o)
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Tabela 12 - Cruzamentos realizados e tipos de meios seleti
vos utilizados na semeadura dos conidios para

obtengdo de diplbides e recombinantes.

Linhagens utilizadas

- Meio seletivo
Nume ro

protocolar

E6 vio? ade5 phroll MM; MM+ade+met; MM+ade+bio;
E6 vio9 met9 bio9 M#pro+met; MM+tpro+bio; MC

E6 vio? adeb5 phroll MM; MMtade+piro; MM+ade+lis;
E6 ylo8 pins Lis§ MM+pro+piro; MM+pro+lis; MC
E6 vio? adeb5 mextl? MM; MMtade+piro; MMtade+lis;
E6 ylLo§ pins LAss MMtmet+piro; MMtmet+lis; MC
E6 vio]l adeb5 mex??

3 x 8 X MM; MC
E6 ylo8 pirs Lis8

E9 met]l Risl MM; MMtmet; MM+1lis; Mv+leu;

11 x 20 X MMtade ; MPmet+leu; MM+met+ade;
E9 ylol Leuéb ade9 MM+1lis+leu; MMlis+ade; MC
E9 mextl] £is3 MM; MMtmet; MM+1is; MM+leu;

12 x 20 X Mirade ; MMrmet+leu; MM+met+ade;

E9 ylol Leuéb ade9 MM+1lis+leu; MM+lis+ade; MC

E6 vio? ade5 proll MM; MMtade; MM+leu;

E6 ylol Leuéb ade?9 MM+pro; MM+pro+leu; MC

E6 ylo8 pirné 2458 MM; MM#+piro+leu; MMpiro+ribo;

E9 ylol Leub ribs MM+lis+leu; MM+lis+ribo; MC

E6 yLo§ pir8 Lis8 MM; MM+leu;MM+piro+leu ;MMpiro+ads;

X MMtlis+leu;MW1is+ade ;MM#piro+lis;
E9 ylol Leub ade9 MM+leutade ;MM+piro+lis+leutade ;MC
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que demonstra a validade de se utilizar estes tipos de meios
seletivos para a obtengao dos mesmos. A ocorréncia de re-
combinantes com marcas genéticas de parentais distintos,
bem como recombinantes com marcas auxotroficas e coloracgao
verde selvagem, descarta a possibilidade de reversao das
marcas e confirma o processo de fusao nuclear seguido de ha

ploidizacao.

Na Tabela 15 estao os resultados da freqlien
cia de colonias obtidas nos cruzamentos de E9 x E9. Em am
bos os cruzamentos observou-se uma freqléncia maior de colo
nias (média de 1,1 . 10_3) nos meios com dupla suplementa
cdo, uma freqléncia intermediaria (média de 1,5 . 10_5) nos
meios com uma Unica suplementacgao e uma freqliéncia menor(mé
dia de 4,0 . 10_6) em MM sem suplementagao. A maior fre
qUéncia de colonios nos meios com suplementacgoes pode ser
devido ao fato de que estes, além dos recomBinantes proto
troficos, permitem também o crescimento dos  recombinantes

auxotroficos.

Na Tabela 16 estdao os resultados da  freqlien
cia de obtengdo de colonias nos cruzamentos entre as linha
gens E6 x E9. Observou-se uma grande variagao na freqlien
cia entre os diversos cruzamentos, n3ao se detectando dife-
rengas entre os meios come sem suplementagoes. No cruzamen
to 8 x 20, proveniente de pontas de hifas 1, observou-se um

crescimento confluente. Conidios deste mesmo cruzamento,



74.

‘G* gt - -8°¢ . : ‘0¢ ‘c¢ ‘G* sajduts X
mIOH G'1 ¢IOH £ L mroH 81 oxoa £ mIOH I oloH 0L mIOH G'¢ ©IOH Sy Tduts Q¢ 4!
- . - - - . v . ‘¢t saTduts X
muoH [4 mLOH 1 mIOH €€ m|OH 1 @[OH G'¢ Tauts og 11
, Sepez
OPB+STTHAW MNOT+STTHAW OPE+IDUWHNN TNOT+IPWHIY OPB+HWW NOT+HAW STT+AW FOUHNN A 01IED -TTT1N
lowwmms sua3
OA TS TS S 0OT9R op odry -eyurTg
6d X 64
OjuswWezni) - SOATIS[OS SOTAW SOJUSISFTIP Wo ‘sSoTdWUTS SOTIBDOLISISY 9p S91

usTusnold SOTpIUOD op BINpBOWSS Bp IT1ied B SBPTIQO SBTUOTOD op BIdUSnbalg - ST BIAQE]



75.

*1°y*d otriedooislay wn 9p SeJIY 3p sejuod op sjusTussoid OTIBOO0IDI™Y - g°y-d

sa7duTs oTaedo1933Y wWn Sp seyTYy 9p sejuod 9p sjusTusaoad oraedoislay - 1'Yy-d

seoe[d Se SEPO] WS dJUDNTFUOD OJUSWIDISIID WN NOAIDSQO dS Ipuo ‘sede(d/sSOTpIUOD oOH SOPESWSS WBIO s
. . . . . . .Q X
HIOH T HlOH I HIOH I HIOH T. HIOH I AR 0¢ 8
93uanJuod 93uaNnTJuod 93uaNTJuU0d 23jusnTJuod £93UaNTIUOD 1°'y-d 0Z X 8
SPB+STTHW N9 T+STT+HIN 9pe+01 Td+H I no1+01 TdH R
0T°0‘1T 0T°0°1T 1°0° 1°6° : "y-d X
- b mlo 0°¢ qlo [4 mloH € °u 61 8
OqTI+STTHIA NaT+STTHANW 0qQTI+0I Td4{I N9 T+0xd 4N W
O._H-WAN H. AN lma 0o e ¢ . .Q X
b qlo 0 quoa [4 ¢IOH 81 qnoH S ¢ 4 0¢ 1
N3 T+0xd+N oxd -+ N3 T+ 9PBHIN WX
6OAT15T5S 01 oK. 0TIBO01939Y sepezIT1In
: : ap odryg, susdeyu1]
‘69 X Qg Sojusaweznl) - STRUOTIDTJIINU Sdo0dejuswsaidns
SO3ULISF TP WOD () OWTUIN OTSW W ‘SeITY 9p sejuod op SOTIED01919Y 9p S91
usatuanoxd SOTPIUOD 9p BINpEBAUWSS BP 1131ed B Seprl1qo SETUQOTOD 9P mﬁu:WSGopm - QT ®eI9qe]



76.

-

porem proveniente de pontas de hifas 2, foram semeados em

concentracoes mais diluidas, onde se observou uma alta fre
qUéncia de obtencao de colonias (1 . 10_1). Colonias puri-
ficadas dos cruzamentos 1 x 20 e 8 x 20 foram caracterizadas
com relacdo as suas marcas morfolGgicas e auxotrdficas; es
tes resultados estao na Tabela 17. No cruzamento 1 x 20 de
tectou-se a ocorréncia de recombinantes prototroficos de co
loracao verde selvagem em MM com suplementacao (MM + leu+ pro),

recombinantes prototroficos de coloragao violeta em MM com

e sem suplementacoes e também recombinantes auxotroficos
(Leu) em MM suplementados contendo leucina (MM + leu e
MM + leu + pro). No cruzamento 8 x 20, onde se observou

uma alta freqllencia de colonias, detectou-se a ocorrencia
de recombinantes prototroficos de coloragao verde e colora
cao amarela, em todos os meios seletivos, inclusive em meio
completo, e também recombinantes auxotrdoficos nos meios que
continham a respectiva suplementacao (yfo ade em MM +1lis +adee
ylo Leu em MM + leu e MM + piro + 1lis + leu + ade). A alta
freqiéncia de recombinantes prototroficos verdes e amare
los, bem como de recombinantes auxotroficos, sugere que nes
te cruzamento, ocorreu uma alta freqliencia de fusao nuclear
seguida de haploidizacao, pois caso se tratasse da emissao
de um Unico setor recombinante prototrofico no heterocario,
apenas este tipo de recombinante seria detectado. Nos cru
zamentos 1 x 7 e 3 x 8, onde tambem se observou crescimento

confluente, mas nao se investigou as marcas genéticas das
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colonias obtidas, esta alta freqlléncia de fusao

nuclear e haploidizacdo também poderia ter ocorrido.

4.7.2. Analise genética dos recombinantes

A analise genética, utilizando-se de recombi-
nantes obtidos em meios seletivos, para inferéncias sobre
numero de grupos de ligacao, bem como sobre o mapeamento
de genes, € possivel; muito embora esta analise seja mais
complexa, havendo necessidade de se fazer uma abordagem mais
qualitativa do que quantitativa. Pela analise das marcas
genéticas dos recombinantes obtidos nos cruzamentos 1 x 8,2
x 8, 1 x 20 e 2 x 20, com confirmagdo por analise auxono
grafica, e caracterizacdao da marca morfoldgica observa-se
que ndo ha evidencias de ligagdo entre as marcas utilizadas.
Considerando o fato de que o numero de grupos de ligacao em
M. anisopliae € pequeno, sendo provavelmente 5 (BERGERON §
MESSING-AL-AIDROOS, 1982) e que em todos os cruzamentos rea
lizados se utilizaram parentais com 2 marcas auxotroficas e
uma morfologica, num total de 6 marcas por cruzamento, pode
-se concluir que a maior parte dos recombinantes obtidos re-
sultou de eventos de permuta mitotica. Maior nimero de
eventos de permuta mitovica, deve ter ocorrido nos recombi
nantes prototroficos selvagens obtidos em MM como meio sele
tivo. Deve ser salientado que os recombinantes confirmados

por analise auxonografica foram apenas uma pequena amostra
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do total de recombinantes obtidos nos diferentes meios sele
tivos. Para se proceder um estudo mais detalhado sobre gru
pos de ligacao e mapeamento de genes, € necessario que, pa
ra um mesmo cruzamento, um grande numero de recombinantes ob
tidos nos diferentes meios seletivos, seja caracterizado

com relacdao a sua marca morfolGgica e marcas auxotroficas.

4.7.3. Analise da estabilidade e grau de ploidia

dos recombinantes obtidos

4.7.3.1. Crescimento em meio contendo Benla-

te

Na Tabela 18 estao sumarizados os resultados,
com 5 e 10 dias de crescimento, de duas linhagens mutantes
e um recombinante, em meio completo (MC) com diferentes con
centragoes de Benlate, onde se determinou as concentracgoes
inibitorias de crescimento. Observa-se que a partir de
0,8 ug/ml de meio, o crescimento comegca a ser inibido, ha
.vendo uma forte inibigao em 2 pg/ml e uma inibigao pratica
mente total em 4 pg/ml. Na Tabela 19 estao os resultados
das caracteristicas de crescimento das colonias de recombi-
nantes prototréficos ou '"possiveis diploides" em MC e em
MC + Benlate (1 pg/ml de meio). Nao se observou a emissao

de setores por estas colonias, o que fortalece a  hipotese

dos mesmos serem recombinantes hapldides e nao diploides. O
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Tabela 18 - Medidas de crescimento em centimetro (diametro

maior - diametro menor da colonia), das

linha

gens 1 e 8 e recombinante 1 x 8, em diferentes

concentracoes de Benlate em Meio Completo (MC).

Concentragao
de Benlate

g/ml de meio

Linhagens

5 dias de crescimento

10 dias de crescimento

1 8 1 x 8 1 8 1 x38
0,0 13-12 20-20 14-13 25-24 39-39 23-23
0,0 13-12 19-19 14-13 25-24 39-38 23-22
0,0 13-12 20-19 13-13 24-24 40-38 23-22
0,1 12-11 19-18 13-13 23-23 38-36 23-22
0,1 12-11 20-20 13-13 25-23 41-40 23-22
0,1 12-11 20-19 13-13 23-23 38-36 24-23
0,2 13-12 19-19 - 26-25 42-40 -
0,2 13-12 20-19 - 24-23 39-38 -
0,2 13-12 21-21 - 25-24 39-38 -
0,4 13-12 20-20 13-13 25-25 37-35 24-24
0,4 13-13 21-20 14-13 26-26 39-39 24-23
0,4 13-13 19-19 13-13 25-24 39-39 23-22
0,6 13-13 20-20 13~13 27-23 36-35 21-20
0,6 13-12 19-19 13-12 23-23 36-36 21-21
0,6 15-13 19-18 13-12 28-24 38-37 23-22
0,8 12-11 18-18 12-12 23-23 38-37 20-20
0,8 11-11 18-18 13-13 24-23 37-36 22-22
0,8 11-11 18-17 12-12 23-23 37-35 20-20
1,0 12-11 17-17 13-13 24-23 35-35 23-23
1,0 12-12 17-16 13-12 24-23 35-35 21-20
1,0 12-11 16-16 12-12 23-23 36-36 23-23
2,0 5- 5 4= 4 6~ 5 13-13 10- 9 15-15
2,0 2- 2 2- 2 6- 5 11-11 11-10 16-15
2,0 4- 3 3- 3 5- 5 1o-15 11-11 17-16
4,0 0- 0 0- 0 0- 0 0- 0 0- 0 0- 0
4,0 0- 0 0-0 0- 0 3- 3 4= 4 2- 2
4,0 0- 0 0- 0 0- 0 0- 0 0- 0 3- 3
1 = E6 vi0? ade5 proll
8 =E6 ylo8 pins Lis§
1 x 8 = Recombinante prototrofico de coloragcao amarela obtido no cru-

zamento 1 x 8.
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teste de Benlate tem se mostrado muito eficaz na distingao
entre linhagens haploides e diploides (UPSHALL et al.,1976;

BONATELLI Jr. et al., 1983).

4.7.3.2. Determinacao da quantidade de DNA e

analise citologica dos conidios

Na Tabela 20 estao sumarizados os resultados
obtidos de absorbancia em funcao da concentracao de DNA,
donde foi possivel estabelecer uma equacao da reta e obten-
cao da curva padrao (Figura 5). Os dados de absorbancia das
diversas linhagens e recombinantes, bem como da quantidade
de DNA a partir da substituicao na equacao da reta, estao
sumarizados na Tabela 21. As médias das quantidades de DNA
das diversas linhagens e recombinantes, obtidas nos dois ex
perimentos - em conjunto com os resultados da freqliéncia
de nicleos/conidios (Tabela 22), onde se observa que prati
camente 100% dos conidios sao uninucleados - apresentam in-
dicios de que nao ha diferencas com relacao ao grau de ploi
dia entre as mesmas, estando todas no estado hapléide. A de
terminagao da quantidade de DNA € o método mais seguro para
se diferenciar diferentes graus de ploidia em fungos (VAN

TUYLL, 1977; JACKSON & HEALE, 1985).

A ocorréncia de diploides heterozigotos esta
veis, com posterior haploidizacao e surgimento de setores

haploides, nao foi detectada, o que difere dos resultados
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A Y=0,0910+ 0,0064-X
r=0,9957

O Y=0,0331+0,0058 X
r=0,9999

a 12 EXPERIMENTO

© 22 EXPERIMENTO

L i 1 1 1 U i ]
5,0 10,0 15,0 20,0 25,0 30,0 350 40,0
CONCENTRAGAO DE DNA ( pg/mli)

Figura 5 - Curva padrao de Absorbancia em fungao da concen-

tragcao de DNA.
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Tabela 22 - Porcentagem de conidios uni e binucleados nas di

ferentes linhagens e recombinantes - Contagem de

400 conidios.

Conidios (%)

Linhagem
uninucleados binucleados
E6 100,0 0,0
E9 100,0 0,0
RJ 100,0 0,0
E6-38 100,0 0,0
E9-20 99,50 0,5
D2 100,0 0,0

D4 99, 75 0,25
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obtidos por outros autores (MESSIAS, 1979; MESSIAS § AZEVEDO,
1980; AL-AIDROOS, 1980). Esta diferenga pode ser devido,em
parte, ao método de amostragem utilizado para obtencgao de
colonias a serem caracterizadas quanto a auxotrofia e grau
de ploidia, e também aos meios seletivos aqui empregados,os
quais permitiam o crescimento de recombinantes haploides
que, por serem mais frequentes, podem ter mascarado a ocor

réncia de diploides estaveis.

4.7.4. Possiveis aspectos evolutivos e significado

biologico da parameiose

A parameiose, como descrita 1inicialmente por
BONATELLI JR. et al. (1983) deve estar ocorrendo também em
M. anisopliae. Duas perspectivas divergentes podem ser con
sideradas com relagdao a este fenomeno: uma primeira, a de
que a mesma nao tem um significado biolGogico para os orga-
nismos que a apresentem, s0 ocorrendo em condicoes de mani-
pulacdo forcada para formacao de diploides os quais haploi-
dizariam rapidamente em fungao destes apresentarem um Cres
cimento desbalanceado e lento, enquanto os produtos origina
dos da nao disjuncao apresentam uma maior velocidade de
crescimento (HAMLYN et al., 1985); uma segunda, a de que es
te fenomeno teria sido o resultado de um processo evolutivo,
com um significado bioldogico para os organismos que o apre

sentem. Dentro desta perspectiva evolutiva, duas possibili
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dades tedOricas serao especuladas: a da parameiose como um
processo que surgiu apos alguns grupos de fungos terem per-
dido a capacidade de reprodugao sexuada e a parameiose como

um processo de melose primitiva.

Segundo THOMAS et al. (1983) nos fungos hete
rotalicos ou dioécios (CASSELTON, 1985), com tipos sexuais
diferentes, podera ocorrer situagdes em que a reprodugao as
sexual favoreca apenas um ''tipo sexual' em detrimento do ou
tro; e se esta forca seletiva -se mantiver constante, por al
gum tempo, podera haver a extingao de um dos ''tipos sexuais'
e conseqllentemente levar a perda da capacidade de reprodu
cao sexual da classe sobrevivente. Deve ser salientado que
esta competicao entre os tipos sexuais ou ''"luta entre os se
xos'', como proposto por DAWKINS (1979), pode assumir uma si
tuagao especial nos fungos, em que reprodugao sexuada e as
sexuada podem coexistir em uma mesma ‘espécie, aliada a capa
cidade de producao de um grande niimero de propagulos vegeta
tivos em ciclos curtos. Esta poderia ser, portanto, uma pos
sivel explicagao para a perda da reproducao sexuadanos fun
gos imperfeitos, os quals passariam a contar com processos
parassexuails para a recombinacao do seu material genético.
A parassexualidade, ainua segundo THOMAS et al. (1983), ape
sar de desempenhar um importante papel na manutencao da va
riabilidade genética e na adaptacao dos fungos imperfeitos,
tem sido negligenciada nos recentes tratados sobre a evolu

gao dos sistemas reprodutivos, como observado nos trabalhos
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de WILLIAMS (1975); MAYNARD-SMITH (1978) e BELL (1982).

LEWIS (1985) lanca a hipotese de escassez de
nutrientes para explicar a manutencao dos estados haploides
em certos grupos de organismos, a despeitos das possiveis
vantagens do estado diploide. Os organismos, vivendo num
ambiente em que a fonte de nutrientes € escassa, sofreriam
uma pressao seletiva para diminuicao do tamanho do corpo,
sendo que, para os organismos mais simples, isto refleteria
em uma diminuigao do tamanho celular, favorecendo a haploi
dia; ja para os organismos complexos multicelulares este
efeito nao seria sentido a nivel de tamanho celular, pois
estes tenderiam a diminuir o numero de células e também po
dem contar com sistemas mais elaborados para a obtencao de
nutrientes, o que explicaria o estado de diploidia e poli
ploidia neste grupo. Esta hipotese, segundo o autor, € ve-
rificada nas algas, onde ha grande ocorréncia de haploidia.
Com relagcao aos fungos, por apresentarem uma maior diversi-
ficagao com relacgao ao tipo e a abundancia de nutrientes,uma
maior variacgao no grau de ploidia deveria ser verificado,
sendo que maiores dados ecolOgicos sobre estes organismos
sao necessarios, segundo o autor, para melhor relacionar o
grau de ploidia com abundancia ou escassez de alimento nes

te grupo.

Dentro deste contexto, poderia ser dito que

nos fungos filamentosos, pelo seu tipo de crescimento em hi



90.

fas, com possibilidade de heterocariose, o estado haploide
pode ser adaptativamente importante, pois, a diminuicao do
volume nuclear e celular proporcionaria uma relagao superfi
cie/volume bem maior, aumentando a eficiéncia na absorcgao
de nutrientes. Devido ao comportamento saprofitico da maio
ria destes organismos e a competitividade entre as diferen-
tes espécies, este fator de eficiéncia na absorgao pode ter
sido preponderante do ponto de vista de pressao seletiva.
Conserando a possibilidade de perda total da capacidade de
reproducao sexuada nos fungos filamentosos imperfeitos, pe
lo processo de extingao dos tipos sexuais de THOMAS et al.
(1983), estes passariam a contar apenas com mecanismos pa-
rassexuais de troca de material genético, envolvendo as eta
pas de heterocariose, fusao nuclear, diploidizagao e haploi
dicacdo. Nos grupos submetidos a uma forte pressao seleti-
va para eficiencia na absorcdao, a fase diploide pode ir se
reduzindo gradualmente até um estagio de alta instabilidade
com rapida haploidizacdo e com possibilidades de permutas
cromossomicas ou ''crossing-over' mitotico, gerando recombi-
nantes haploides. Desta forma, portanto, estes organismos

passariam a contar com um sistema de amplificacao de varia-

bilidade gené€tica, simples e eficiente, com alto grau de
competitividade na obtencao de nutrientes e exploracgao do
ambiente.

E interessante observar que em Neurospora

crassa, fungo heterotalico com ciclo sexual, nao ha aocor-
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réncia de ciclo parassexual (ROPER, 1985), por sua vez em
4. nidulans, um fungo homotalico com ciclo sexual, ha a
ocorréncia de ciclo parassexual (AZEVEDO, 1972), mas ndo de
parameiose. Ja para A. nidulans e M. anisopliae, 0S quais
nao apresentam ciclo sexual, € onde esta se observando a

ocorréncia de parameiose.

A outra possibilidéde tedrica € a de ser, a
parameiose, a manifestacao de uma meiose primitiva, em que
estruturas especializadas tais como ascos ou basidios ainda
nao haviam sido originadas. A parameiose, ao contrario da

-

meiose, parece nao apresentar o evento de duplicacao do nu

cleo 2n, o qual forma um nacleo 4n que apds 2 divisdes  se
guidas origina 4 células com n cromossomos. A possibilida-
de de ocorrencia desta duplicagdao nao pode, no entanto, ser
descartada, pois evidéncias indiretas dessa duplicacao ja foi
detectada no processo parassexual (ROPER § PRITCHARD,1955),
sendo interessante maiores investigagoes neste sentido. Re
fletindo provavelmente o seu carater mais primitivo, a pa-
rameiose nao deve contar com um controle genético bastante

elaborado, nos seus eventos, como o que se observa na meio-

Se.
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4.8. Virulencia de linhagens selvagens e recombinantes

de M. anisopliae em larvas de (. bimaculatas

As taxas de mortalidade acumuladas, nos 4
79 e 12° dias apo0s a aplicacgao do fungo estdo sumarizados na

Tabela 23.

No 4° dia, o tratamento que apresentou maior
taxa de mortalidade foi o E9 - lO8 (linhagem E9 na concentra

cao de 108 conidios/ml), embora ndo diferisse estatistica-

mente dos tratamentos (em ordem decrescente nas taxas de
mortalidade): E6 - 108, Composto 2 - 108, E9 - lO7 e Compos
to 2 - 107. Os demais tratamentos, com excecao de E6 - 107e

D2 - 103 nao diferiram estatisticamente da testemunha.

No 7° dia, o tratamento que apresentou maior
taxa de mortalidade foi o E9 - 108, embora nao diferisse es

tatisticamente dos tratamentos (em ordem decrescente nas ta

xas de mortalidade): D2 - 108, Composto 2 - 108, E6 - 108,

Composto 1 - 108, D4 - 108 e Composto 2 - 107. Os tratamen

tos que apresentaram menores taxas de mortalidade, os quais
nao diferiram estatisticamente da testemunha,foram os for-
mados pelas linhagens mutantes (E6 ylo pia 4L£4s e E9 ylo Leu

6 7 8

ade) em todas as concentracoes (10, 10" e 10" conidios/ml),

e os, Composto 2 - 106, D2 - 106, Composto 1 - 106, D4 -106

e E6 - 10°.

No 12° dia, os tratamentos que apresentaram
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Tabela 23 - Taxas de mortalidade acumuladas de larvas de C.
bimaculatus nos 4°, 7° e 12° dias apOs a aplica

¢ao do fungo.

Tratamento Per Todo s
Linhagen Coneentracid 49 dia 70 dia 120 dia
Test. 0 0,011%*a 0,063 a 0,095 a
E6 lO6 0,184 abcde 0,510 cdef 0,673 defg
E6 lO7 0,313 bcdef 0,583 defg 0,667 defg
E6 lO8 0,646 fg 0,938 h 0,979 ni
E9 lO6 0,180 abcde 0,360 bcde 0,520 cdef
E9 107 0,388 defg 0,612 efg 0,796 efghi
E9 lO8 0,700 g 0,980 h 1,000 1
E6 ylo8 ping Lis§ lO6 0,060 ab 0,060 a 0,200 abc
E6 ylo§ pin8 Lis§ lO7 0,043 ab 0,174 abce 0,304 abc
E6 ylol pind Lis§ lO8 0,060 ab 0,200 abc 0,240 abc
E9 ylol Leub ade9 106 0,122 abed 0,184 abe 0,265 abc
E9 ylol Leub ade9 lO7 0,083 abc 0,083 ab 0,167 ab
E9 9207 Leub ade9 lO8 0,042 ab 0,104 ab 0,125 a
D2 lO6 0,125 abced 0,250 abed 0,479 bede
D2 107 0,143 abcde 0,469 cdef 0,735 efgh
D2 lO8 0,313 bcdef 0,958 h 0,979 hi
D4 106 0,060 ab 0,140 ab 0,360 abed
D4 107 0,080 abe 0,620 efg 0,720 efg
D4 lO8 0,157 abcde 0;804 fgh 0,902 ghi
Composto 1 lO6 0,080 abc 0,140 ab 0,460 bcde
Composto 1 lO7 0,080 abc 0,500 cdef 0,820 fghi
Composto 1 108 0,200 abcde 0,860 gh 0,980 hi
Composto 2 106 0,143 abcde 0,343 abcde 0,429 abcde
Composto 2 lO7 0,360 cdefg 0,740 fgh 0,940 ghi
Composto 2 108 0,460 efg 0,940 h 1,000 i

Ja
N

Taxas seguidas de pelo menos uma letra na coluna nao diferem entre si.
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maiores taxas de mortalidade foram E9 - 108e Composto 2-10%

0s quais mataram todas as larvas, sendo que nao diferiram
estatisticamente dos tratamentos (em ordem decrescente nas

taxas de mortalidade): Composto 1 - 108, E6 - 108, D2 - 10%

Composto 2 - 107, D4 - 10°, Composto 1 - 10’ e E9 - 10’. Os
tratamentos que apresentaram menores taxas de mortalidade,
0s quais nao diferiram estatisticamente da testemunha, foram
os formados pelas linhagens mutantes em todas as concentra

6 6

coes e os, Composto 2 - 10~ e D4 - 10,

Nas Tabelas 24, 25 e 26 estao sumarizados os
resul tados dos TLSO’ TL90 e Taxas de Potencia das diversas
linhagens, nas respectivas concentracgoes de 106, 107 e 108

conidios/ml e nas Figuras 6, 7 e 8 estao representadas as

curvas de tempo mortalidade para os respectivos tratamentos.

Na concentracao de 10° conidios/ml, a  linha-
gem que apresentou maior viruléncia foi a E6, com TL50 e
TL90 de 8,51 e 15,02 respectivamente, e uma Taxa de Potég
cia de 1327 U.P. Dentre os recombinantes, o que demonstrou
maior viruléncia foi o D2, que no entanto, era menor do que
os parentais selvagens. As linhagens mutantes apresentaram
uma viruléncia muito baixa, em todas as concentragoes, nao

estando representadas nas Figuras de tempo mortalidade.

Na concentracao de 107 conidios/ml, a 1linha-

gem que apresentou maior virulencia foi o Composto 2, com

TL e TL de 5,39 e 9,35 dias respectivamente, e uma taxa

50 90
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Tabela 24 - Tempo Letal (TLSO), Tempo Letal (TLQO) e Taxa de
Poténcia das diversas linhagens, na concentragao

de 106 conidios/ml, em larvas do ultimo 1instar

de C. bimaculatus.

Linhagem TL TL Taxa de po-

50 90 téencia (UP)
E6 8,51 15,02 1.327
E9 11,29 20,91 1.000
E6 ylo§ pin8 Lis§ 22,99 33,93 491
E9 ylol Leué ade?9 20,61 38,12 548
D2 11,90 20,37 949
D4 14,70 23,82 768
Composto 1 13,68 22,24 825

Composto 2 13,86 24,48 814
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Tabela 25 - Tempo Letal (TLso), Tempo Letal (TLQO) e Taxa de

Potencia das diversas linhagens, na concentracao
7 o, ) )
de 10’ conidios/ml, em larvas do iltimo instar

de C. bimaculatus.

Taxa de po-

Linhagem TLso TLgy téncia (UP)
E6 7,21 16,11 863
E9 6,22 13,29 1.000
E6 ylLo§ pir8 Lis6§ 15, 35 24,78 405
E9 ylol Leub ade?9 29,05 50,28 214
D2 8,02 13,38 776
D4 9,23 14,06 674
Composto 1 7,65 11,92 813

Composto 2 5,39 9,35 1.154
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Tabela 26 - Tempo Letal (TLSO), Tempo Letal (TLQO) e Taxa de

Poténcia das diversas linhagens, na concentragao

de 108 conidios/ml, em larvas do Ultimo instar

de C. bimaculatus.

Taxa de po-

Linhagem TLsyo TL90 tencia (UP)
E6 4,00 7,07 850
E9 3,40 5,43 1.000
E6 ylo§ pirn8 Lis§ 17,99 30,62 189
E9 ylol Leuét eade9 26,29 43,74 129
D2 4,35 6,77 781
D4 5,69 9,93 597
Composto 1 4,87 7,44 698

Composto 2 4,47 6,27 761
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de Poténcia de 1.154 U.P.

Na concentracgao de 108 conidios/ml, as linha
gens mais virulentas foram a E9 e E6, com Taxas de Poténcia
de 1000 e 850 U.P. respectivamente. O Composto 2, apesar de
ter apresentado uma taxa de potencia menor (761 U.P.), apre
sentou uma curva de taxa de mortalidade (Figura 8) commaior
coeficiente angular, o que significa um aumento na

viruléncia com o tempo.

Em todos as concentracoes a linhagem D4 (re-
combinante prototrofico amarelo) apresentou uma menor viru
léncia que os demais recombinantes o que demonstra um possi

vel efeito pleiotrdopico da coloragao sobre a patogenicidade.

A obtencao de recombinantes por processos pa
rassexuais deve gerar, em sua maior parte, combinagoes infe
riores aos parentais selvagens, havendo possipilidades de
que apenas algumas poucas combinagdes sejam superiores. Es_
te fato se verificou estar ocorrendo nos recombinantes sim
ples (D2 e D4) e mesmo no Composto 1, os quais apresentaram
viruléncias menores que os parentais selvagens. A maior vi
ruléncia observada no Composto 2, na concentracao de 107
conidios/ml, pode ser explicada pela ocorréncia de recombi
nantes superiores contidos neste composto. A menor virulén
cia do Composto 2, com relagao aos parentais selvagens, na

concentracao de 106 conidios/ml, pode ser devido ao fato que

os conidios com boas combinacgoes estavam em uma freqliéncia
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muito baixa; e na concentracao de 108 conidios/ml, pelo fg
to de que um aumento da concentracao nas linhagens selva-
gens, leva a um aumento proporcional na virulencia pois to
dos os conidios sao homogeéneos, enquanto que no composto o
aumento na viruléncia ndo € proporcional, pois os conidios
sao heterogéneos, com possibilidades de apenas uma parte
dos mesmos apresentar boas combinagOes genéticas para a pa

togenicidade.

As linhagens E6 e EO apesar de diferirem com
relagao a alguns caracteres, sao pouco divergentes genetica
mente (DE CONTI et al., 1980; ROSATO et al., 1981; MESSIAS
et al., 1983), sendo que ambas foram isoladas de Deois
flavopicta, no Estado do Espirito Santo. A utilizacao de
linhagens com caracteristicas mais divergentes, provenien
tes de diferentes insetos hospedeiros, podera gerar recombi
nantes com maior amplitude de variabilidade genética. A uti
lizagao de compostos, provenientes de recombinantes obtidos
entre linhagens divergentes, aliado a posteriores reisolamen
tos do fungo do inseto, pode ser uma boa alternativa no me

lhoramento genético de M. anisopliae e outros fungos entoma

patogénicos.

Um outro procedimento, para o melhoramento ge
nético, que pode ser utilizado, nestas condigdes, € o méto-
do ""sib selection'" (AKINS & LAMBOWITZ, 1985). Este método

tem se mostrado valioso em experimentos de isolamento de um
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determinado gene a partir de uma biblioteca genomica. A
partir de um 'pool" de plasmidios recombinantes contendo
diferentes fragmentos de DNA, etapas sucessivas de
transformagao sao realizadas, reduzindo progressivamente o
numero de plasmidios recombinantes, até se chegar a um
inico clone, o qual contem o gene desejado. Analogamente,
no caso dos compostos, o que apresentar melhor resultado de
patogenicidade pode também ser subdividido e avaliado em
etapas sucessivas, até se chegar a um uUnico recombinante de

maior viruléencia.

4.9. Virulencia de linhagens selvagens e recombinantes de

M. anisopliae, em adultos de C. bimaculatus

A viruléncia das linhagens selvagens e recom-

binantes em adultos foi muito pequena. Na Tabela 27 estao

os resultados dos TLc,y © TL90, na concentracao de 108 coni-

dios/ml. A linhagem E6 foil a que apresentou um menor TL50

e TL mesmo assim o nimero de dias € bastante longo.

90°
QUINTELA (1986) também observou que a viruléncia de B.
bassiana em C. bimaculatus era muito pequena em adultos e
boa em larvas. O controle desta praga, portanto, utilizan-

do fungos entomopatogenos, deve ser feita com o inseto na

fase larval.



Tabela 27 - Tempo letal (TLSO),

. ~ 8
versas linhagens, na concentracao de 10

Tempo letal (TLQO) das

dios/ml, em adultos de C. bimaculatus.

104.

ai

Lad
coni

Linhagem TL50 TL90
E6 19,7 24,8
E9 23,7 35,4
E6 ylo§& ping Lisé >100,0 >100,0
E9 ylol fLeub ade9 >100,0 >100,0
D2 31,2 50,8
D4 22,3 29,1
Composto 1 26,0 36,7
Composto 2 22,5 33,7
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5. CONCLUSOES

Dos resultados obtidos, as seguintes conclu

soes podem ser tiradas:

a - 0 método de irradiacao e enriquecimento por filtragao per
mite aumentar a freqllencia de obtencao de mutantes,
com parando-se com o método de isolamento total, com uma
tendencia em selecionar mutantes deficientes na sintese
de aminoacidos.

b - A obtencao e regeneragao de protoplastos nao provoca al

teracoes de DNA, que resultem na obtencao de mutantes.

C - A obtencao de recombinantes haploides no heterocario, em
alta freqliencia e com evidencias de permuta mitotica, in
dica a ocorrencia da parameiose em M. anisopliae, poden
do ser este fenomeno um mecanismo natural de
amplificagao da variabilidade genética em  fungos

filamentosos 1imperfeitos.
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d - Linhagens com deficiencia auxotr6fica apresentam uma Vi
rulencia muito baixa em larvas de C. bimaculatus, mas
recombinantes prototroficos hibridos tem suas virulen

cias restauradas, podendo ser superiores as linhagens pa

rentais selvagens.

e - A utilizacao de composto formados pela mistura de dife-
rentes recombinantes hibridos pode ser um eficiente méto
do na obtencao de linhagens melhoradas para o controle

biologico de insetos.
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