
PARAMEIOSE EM Metarhizium anisopZiae (METSCH,) SOROKIN 

EDUARDO BAGALHI 

Biólogo 

Orientador: Prof. Dr. JOÃO LÚCIO DE AZEVEDO 

Dissertação apresentada à Escola 

Superior de Agricultura "Luiz de 

Queiroz", da Universidade de São 

Paulo, para obtenção do Título 

de Mestre em Agronomia, Área de 

Concentração: Genética e Melhora 

mento de Plantas. 

PIRACICABA 

ESTADO DE SÃO PAULO - BRASIL 

SETEMBRO - 1987 



Aos meus pais, 

Francisco Bagalhi e 

Eunice Squarça Bagalhi� 

irmãos e 

amigos 

ii. 

DEDICO. 



iii. 

AGRADECIMENTOS 

Agradeço a todos aqueles que, direta ou indir� 

tamento, contribuíram para a realização deste trabalho e, em 

especial: 

. Ao Dr. João Lúcio de Azevedo, pela orienta­

ção exemplar, amizade e apoio constante . 

. Aos Colegas do Laboratório de Genética de Mi 

crorganismos, pelos auxílios nas horas difí 

ceis, trocas de experiência e saudável convi 

vência . 

• À Dra. Aline A. Pizzirani Kleiner e ao Dr.

Itamar Soares de Melo, pelos estímulos,apoio

e boa amizade .

. Ao Dr. Yoshitaka Tanaka, pelo auxílio e su­

gestões nas análises citológicas . 

. Aos Pesquisadores, Bonifácio Peixoto Maga-

lhães, Eliane Dias Quintela e ao Dr.  Francis 

co J.P. Zimmermann, do Centro Nacional de Pes 

quisa de Arroz e Feijão - EMBRAPA, pelas fa- 

cilidades e sugestões apresentadas na reali-



i V.

zaçao do bioensaio de patogenicidade . 

• Ã Dra. Terue Sadatsune, do Departamento de

Microbiologia e Imunologia, IBBMA - UNESP -

Botucatu, pela revisão do texto e sugestões

apresentadas .

. Aos Funcionários, Antonio Rocha Campos,Carlo 

A. Nolasco e Sandra R. Campos, do Laboratório

de Genética de Microrganismo, pela valiosa 

ajuda na execução de toda a parte experimen­

tal. 

. Ao Dr. Carlos Roberto Padovani, do Depart� 

mento de Bioestatística - IBBMA - UNESP - Bo 

tucatu, pelo auxílio nas análises estatísti­

cas . 

. Ao Dr. Fausto Foresti e Dr. Wilham Jorge, do 

IBBMA - UNESP - Botucatu, pela amizade e  

incentivo no ingresso da Pós-Graduação . 

. Ao Prof. Claúdio Costa, do Departamento de 

Genética, do IBBMA - UNESP - Botucatu, 

pela amizade e versão do "Summary". 

Ã Bibliotecária Nilce T.P. Sigrist e as 

Funcionárias, Dna. Ol{via e Terezinha, da 



v. 

Biblioteca do Instituto de Genética, 

ESALQ,por todas as facilidades oferecidas na 

localização de material bibliográfico . 

• À Bibliotecária Enilze de S. Nogueira Volpa­

to e aos Funcionários, Alice� Petry e Terez�

da Biblioteca da UNESP - Botucatu, também p�

los auxílios nos trabalhos de bibliografia .

. Aos Professores e Funcionários do Departame� 

to de Microbiologia e Imunologia do IBBMA - 

UNESP - Botucatu, pela boa acolhida e  

facilidades oferecidas na elaboração da 

dissertaçao. 

Aos amigos, Ana� Arnaldo� Bel� Ima e Tânia� 

pela amizade e convivência . 

. Aos colegas da Associação de Pós-Graduandos 

da ESALQ, pelas lutas e conquistas em pról 

dos pós-graduandos . 

• À Andréa Claudia Pagliarini� pelo

apoio e estímulo .

carinho, 

• À Coordenadoria de Aperfeiçoamento de Pes­

soal de Ensino Superior (CAPES), pela Conces

são de bolsa no início do mestrado.



vi . 

• À Fundação de Amparo ã Pesquisa do Estado de

São Paulo - FAPESP, pela concessão de bolsa .

• A Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecui

ria - EMBRAPA, pelos auxílios e facilidades

oferecidas na realização do projeto .

• À Sra. Ivonete Aparecida Dorini de Aguiar e

Silva, pelo excelente trabalho de datilogra­

fia.



vii. 

SUMÁRIO 

LISTA DE FIGURAS ................................ X 

LI STA DE TABELAS . ·...... . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . xii 

RESUMO • · · · • • · · · · · · · · · · · · • · • · · · · · · · · · · · · · • · · • · · · xviii 

SUMMARY . . . . • . . • . . . • • . . . . • . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . XX 

1. I NTRODUCAO 1 

2. REVISAO DE LITERATURA · · · ........ ·· .... .... ...... 4 

4 

8 

13 

2.1. O fungo Metarhizium anisopZiae ............ . 

2.2. O ciclo parassexual 

2.3. A parameiose em fungos . ... .. .. . .•... .. .. ... 

2.4. Obtenção de linhagens melhoradas 

de M. anisop Ziae para o co n t ro 1 e 

biolõgico .. . . . .. . . . . . . . . . . . . . . .. . . . . . . . . .. 18 

3. MATERIAL E M�TODOS .. ..... ...... .. .. .. . .. .. ...... 20 

3.1. Linhagens utilizadas .......... ............. 20 

3.2. Meios de cultura e soluções uti-

lizadas 20 

3.3. Preparo de filtros, palitos de 

transferência e esterilização . . .. .. ... ..... 30 

3.4. Sobrevivência ã luz ultravioleta ........... 31 



viii. 

3.5. Produção de protoplastos (SILVEIRA 

& AZEVEDO, 1987) • • • • • • •• • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • 35 

3.6. Ofutenção de heterocãrios (MESSIAS 

& AZEVEDO, 1980) • • • • • • • • . • • • • • • • • • • • • • • • • • • • 36 

3.7. Teste da estabilidade em MC com 

Benlate .................. ."..... ...... ....... 38 

3.8. Coloração de conidios e protoplas-
• tos (TANAKA et al., 1979) • ••••• ••• •• •• •••••• 38 

3.9. Extração e quantificação de DNA de 

conidios 

3.10. Avaliação da patogenicidade de li 

nhagens selvagens e recombinantes 

de M. anisopliae em larvas e adul-

tos do inseto Cha Zcodermus 

bimaculatus 3 manhbso, praga de 

39 

Caupi . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 42 

4. RESULTADOS . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  . 48 

4.1. Sobrevivência ã luz ultra violeta ........... 48 

4.2. Mutantes morfolÕgicos obtidos 

4.3. Mutantes auxotrÕficos obtidos 

4.4. Obtenção, regeneração e citologia 

52 

54 

de protopl as tos . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 59 

4.5. Teste de reversao .. .. .. .. . .. .. .. . . .. .. .. .. .. 65 

4.6. Obtenção de heterocãrios ..... ...•.. .. ....... 65 

4.7. Detecção da ocorrência de parameiE_ 

s e . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . ., . . . . . . . . . . . . . . 6 8 

4.8. Virulência de linhagens selvagens 

e recombinantes de M. anisopliae



ix. 

em larvas de e. bimaculatus •.. .............. 92 

4.9. Virulência de linhagens selvagens e 

recombinantes de M. anisopliae em 

adultos de C. bimaculatus .. ... ..... ... ...... 103 

5. CONCLUSÕES . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  . 105 

6. REFERENCIAS BIBLIOGRÁFICAS . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 107 



LISTA DE FIGURAS 

Figura 1 - Esquema dos tratamentos utilizados p� 

ra a obtenção dos mutantes auxotrôfi-

x. 

cos . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 34 

Figura 2 - Torre calibrada de pulverização dire-

ta. CNPAF, Goiânia, GO. 1987. ...... .. . ... . 45 

Figura 3 - Curva de sobrevivência dos isolados 

E6, E9 e RJ de M. anisopliae em dife­

rentes tempos (minutos) de irradiação 

à luz ultravioleta . . .. . .. .. ... . . . .. .. . .. .. . 51 

Figura 4 - Protoplastos de M. anisopliae linha 

gem RJ vioJ, aumento 1000 x, obtidos 

apôs 3 horas de digestão com enzimas 

Sturge + Novozym. Foto 1 - sem colo-

raçao; fotos 2 a 6, com fixação e c� 

loração em Giemsa HCl (Merck).............. 64 

Figura 5 - Curva padrão de Absorbância em função 

da concentração de DNA ... . . . .. .. . .. .. . .... 84 

Figura 6 - Curvas de tempo mortalidade para la! 

vas do Último instar de Chalcodermus



bimacuZatus
., 

apôs exposição, por pul_ 

verização (10 6 conídios/ml) das li-

xi. 

nhagens E6 , E9 e seus recombinantes ....... 98 

Figura 7 - Curvas de tempo mortalidade para la! 

vas do Último instar de Chalcodermus 

bimaculatus
., 

apôs exposição, por pul_ 

verização (10 7 conídios/ml), das li

nhagens E6 , E9 e seus recombinantes . . . . . . . 99 

Figura 8 - Curvas de tempo mortalidade para la! 

vas do Último instar de Chalcodermus 

bimaculatus ., 
apôs exposição, por pul_

verização (10 8 conídios/ml), das li-

nhagens E6 , E9 e seus recombinantes . . . . . . . 100 



LISTA DE TABELAS 

Tabela 1 - Número e porcentagem relativa de conídias 

sobreviventes da linhagem E6 em diferentes tempos de 

irradiação à luz 

xii. 

ultravioleta . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 49 

Tabela 2 - Número e porcentagem relativa de coní 

dias sobreviventes da linhagem E9 em 

diferentes tempos de irradiação à luz 

ul t ravio le ta . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 4� 

Tabela 3 - Número e porcentagem relativa de coní 

dias sobreviventes da linhagem RJ em 

diferentes tempos de irradiação ã luz 

ultravioleta . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 50 

Tabela 4 - Mutantes morfológicos das linhagens 

E6, E9 e RJ obtidos através da irra-

diação com ultravioleta . .. .. . . .. . . ... . .... 53 

Tabela 5 - Frequência de obtenção de mutantes a� 

xotrôficos em M. anisopliae nos dife­

rentes tratamentos em diversas linha 

gens . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 55 



Tabela 6 - FreqUência dos tipos de mutantes auxo 

tróficos obtidos nos diversos trata-

xiii. 

rnen tos . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 5 6 

Tabela 7 - Total de mutantes obtidos, com dupla 

deficiência auxotrófica . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 58 

Tabela 8 - Número de protoplastos obtidos e fre­

qUência de regeneração em diferentes 

linhagens de M. anisopliae 

Tabela 9 - Distribuição da freqUência de numero 

de nÚcleos/protoplastos na linhagem 

de M. anispUae RJ vio1

Tabela 10 - Frequência de reversao espontânea dos 

mutantes com dupla deficiência auxo -

60 

63 

trófica das linhagens de E6 e E9 .......... 66 

Tabela 11 - Colo ração dos coní dios e vigor dos he 

terocários obtidos em diversos cruza­

mentos entre mutantes de E6, E9 e RJ 

com marcas auxotróficas complementares 

Tabela 12 - Cruzamentos realizados e tipos de 

meios seletivos utilizados na semeadu 

ra dos conídios para obtenção de di-

67 

plÓides e recombinantes .. . . ... .. .. . ... ... . 70 



Tabela 13 - FreqUência de colônias obtidas a Pª! 

tir de semeadura de conídios prove­

nientes de heterocãrios simples e 

de heterocários de pontas de hifas, 

em Meio Mínimo (MM) e em MM com dif� 

rentes suplementos nutricionais - Cr_::! 

xiv. 

zamentos E6 x E6 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 71 

Tabela 14 - Recombinantes obtidos nos di ferentes 

meios seletivos, com confirmação por 

análise a uxonográfica - Cruzamentos 

E6 x E6 

Tabela 15 - FreqUência de colônias obtidas a Pª! 

tir da semeadura de conídios prove­

nientes de heterocários simples, em 

diferentes meios seletivos - Cruzamen 

to E9 x E9 

Tabela 16 - FreqUência de colônias obtidas a Pª! 

tir da semeadura de conídios prove­

nientes de heterocários de pontas de 

hifas, e� Meio Mínimo (MM) com dife­

rentes suplementações nut1·icionais -

72 

74 

Cruzamentos E6 x E9 . .. .. . .. .. . .. . . . .. . .. . 7 5 

Tabela 17 - Recombinantes obtidos nos diferentes 



meios seletivos, com confirmação por 

análise auxonogrâfica - Cruzamentos 

E6 x E9

Tabela 18 - Medidas de crescimento em centímetro 

(diâmetro maior - diâmetro menor da 

colônia), das linhagens 1 e 8 e re 

combinante 1 x 8, em diferentes con­

centrações de Benlate e Meio Comple-

xv. 

77 

to (MC) . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 80 

Tabela 19 - Características de crescimento de al 

guns recombinantes, em Meio Completo 

(MC) e em MC + Benlate (1 µg/ml) . .... .... 81 

Tabela 20 - Absorbância observadas em funçãó da 

concentração de DNA �m 595 e 700 nm, 

para obtenção de equação de regressão 

Tabela 21 - Quantidade de DNA das diferentes li 

nhagens obtidas através da diferença 

de absorbância nos comprimentos de 

onda de 595 e 700 nm e substituição 

83 

na equação da reta ......... .... .. . .. .... 85 

Tabela 22 - Porcentagem de conídios uni e binu­

cleados nas diferentes linhagens e 



xvi. 

recombinantes - Contagem de 400 coní- 

dias ...................................... 86 

Tabela 23 - Taxas de mortalidade acumuladas de 

larvas de e. bimaculatus nos 4 9, 7 9 

e 12 9 dias após a aplicação do fungo 

Tabela 24 - Tempo Letal (TL
50), Tempo Letal(TL9J

e Taxa de Potência das diversas 

h - d 
6 n agens, na concentraçao e 10 

li-

coní- 

dios/ml, em larvas do Último instar 

93 

de C. bimaculatus •. .. . . . . . .. . . . .. . . . . . . . .. 95 

Tabela 25 - Tempo Letal (TL
50), Tempo Letal(TL90)

e Taxa de Potência das diversas li-

h 
- 7 .. 

n agens, na concentraçao de 10 coni 

dios/ml, em larvas do Último instar 

de C. bimacu latus . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 9 6 

Tabela 26 - Tempo letal (TL
50), Tempo Letal(TL9J

e Taxa de Potência das diversas 

- 8 
nhagens, na concentraçao de 10 

li-

COnl

dios/ml, em larvas do Último instar 

de C. bimaculatus . . . . . . • . . . . . . . .. . . . . . . . .. . 97 

Tabela 27 - Tempo letal (TL
50), Tempo letal(TL

9J

das diversas linhagens, na concentra 



xvii. 

çao de 10 8 conídios/ml, em adultos de

C. bimacuZatus . . .. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 104 



xviii. 

PARAMEIOSE EM Metarhizium anisopliae (METSCH,) SOROKIN 

Autor: EDUARDO BAGALHI 

Orientador: Prof. Dr. JOÃO LÚCIO DE AZEVEDO 

RESUMO 

Com o objetivo de estudar o ciclo parassexual 

e detecção da parameiose em Metarhizium anisopliae� mutan 

tes morfológicos e auxotrôficos foram obtidos nas linhagens 

E6, E9 e RJ, para possibilitar a formacão de heterocârios, 

seleção de diplÔides e recombinantes, bem como para análise 

genética da s-egr.egação destas marcas. Observou-se uma maior 

frequência de obtenção de mutantes no método de irradiação 

e enriquecimento por filtração, o qual apresentou um aumen 

to de 2,6 a 10,7 vezes, quando comparado com o método de 

isolamento total. 

Conídios provenientes de heterocârios obti 

dos entre linhagens com marcas auxotrôficas complementares 

semeados em placas contendo MM e MM com diferentes supleme� 

tações nutricionais, propiciaram o crescimento de recombi 

nantes prototrôficos e auxotrôficos, mas não dos parentais 

auxotrôficos. Observou-se a ocorrência de recombinantes pr� 

totróficos e auxotrÓficos haplÓides no heterocârio, em fre 



~ 
qilencias de 1.10 

-1 a 3,5.10 -6 , com

xix. 

evidências de recombina 

ção mitótica, o que comprova a ocorrência de parameiose nes 

ta espécie. A parameiose foi interpretada como um possível 

mecanismo natural de amplificação da variabilidade genética 

em fungos filamentosos imperfeitos. 

Recombinantes híbridos, obtidos por paramei� 

se entre as linhagens E6 e E9 e compostos formados pela mis 

tura de conídios de diversos recombinantes, bem como os p�

rentais auxotrôficos e selvagens, foram avaliados com rela 

ção i eficiência em atacar o inseto Chalcodermus bimaculatu� 

Enquanto larvas se mostraram susceptíveis de serem atacadas 

pelo fungo, o mesmo nao foi observado nos insetos adultos.Ob 

servou-se, na aplicação com concentração de 10 7 conídios/ml,

uma maior virulência de um dos compostos, o que demonstra o 

potencial deste método na obtenção de linhagens melhoradas 

para o controle biológico de insetos. 
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Adviser: Prof. Dr. JOÃO LÚCIO DE AZEVEDO 

SUMMARY 

The present research was carried out aiming 

to study the parasexual cycle and to detect parameiosis in 

M. anisopZiae. 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 

isolation. 

total 

Heterokaryons obtained between strains with 

complementar auxotrophic markers produced conidia,that were 

plated in MM and MM with different nutritional suplernentatio� 

to a�low the growing of the auxotrophic and 

recornbinants but not the parental ones. It was 

prototrophic 

observed 

prototrophic and auxotrophic recornbinants haploids in 

-1 -6
heterokaryons, at the frequencies of 1 x 10 to 3.5 x 10 , 



xxi. 

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 insect 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 

the of 10 
7 

conidia/ml showed higher virulence in one of

mixtures. These results show the potenciality of 

method in getting improved strains for insect 

control. 

this 

biological 
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1. I NTRODUCAO

O fungo entomopatogênico Metarhiziwn anisopliae

(Metsch.) Sorokin, pelas suas características entomopatogf 

nicas, vem se mostrando ser muito valioso no combate a uma 

sêrie de insetos pragas. No Brasil este fungo ê largamente 

utilizado no controle de cigarrinhas de cana-de-açiicar e de 

pastagens. Pela sua grande importância em termos e conômi 

cos e ecológicos, torna-se indispensável a realiz ação de es 

tudos fundamentais da biologia desta espêcie. 

Um grande numero de linhagens, com grande v� 

riabilidade genética, já foi detectada nesta espêcie, par� 

sitando diferentes insetos hospedeiros. Por se tratar de 

um fungo imperfeito, a descrição do ciclo parassexual e o 

desenvolvimento de metodologias de fusão de ;;notoplas tos 

neste fungo, abriu a possibilidade de recombinação de mate 

embora ri al genêti co entre as diferentes linhagens, mui to 

poucas informações ainda existem sobre os detalhes destes 

processos. Informações sobre o niimero de grupos de ligação, 

sobre a es tabi li dade dos dip lÓides obtidos, bem como sobre 

os eventos de recombinação mitótica e surgimento de recombi 
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nantes, são ainda mais escassos. Embora haja evidencias de 

variações nos processos parassexuais em M. anisopliae, há 

necessidade de um estudo mais aprofundado, inclusive para 

verificar a ocorréncia de processos do tipo parameiótico,jâ 

relatados para outros fungos. 

O fungo M. anisopliae e outros fungos ento­

mo�atogênicos, 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 produção, curto tempo 

de vida Útil, exigências de condições ambientais específ_i 

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 prod� 

ção do fungo e pelo melhoramento genético das linhagens. O 

melhoramento genético das linhagens para o controle biológi 

co, utilizando-se de processos de hibridação por parassexua 

lidade, apesar de ser uma metodologia já disponível, tem 

sido muito pouco utilizada. 

O presente trabalho teve os seguintes objet_i 

vos: 

- Obter mutantes morfológicos e auxotróficos

em diversas linhagens de M. anisopliae� para facilitar os 

processos de recombinação entre elas. 
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- Aprimorar a metodologia de obtenção, reg�

neração e efetuar estudos citológicos em protoplastos desta 

espécie. 

- Fazer cruzamentos dentre e entre as linha

gens pelo processo c lássico do cic lo parassexual e verifi 

car a ocorrência da parameiose nestes organismos. 

- Avaliar a patogenicidade de linhagens

selvagens, auxotrôficas e recombinantes híbridos de 

M. anisopZiae, sobre o inseto ChaZcodermus bimacuZatus,

praga do caupi, Vigna unguicuZata. 
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1. O fungo Metarhizium anisopliae 

O fungo Metarhizium anisopliae é um Deutero 

rniceto pertencente a ordem Moniliales, família Moniliaceae. 

Foi descrito, pela primeira vez, por Metschnikoff, na Rus 

sia, em 1879, parasitando larvas de Anisopliae aus triaca
.,

sendo então classificado corno Entomophth:otr..a. anisopliae. Após 

uma série de proposições de diversos sinônimos, foi classi­

ficado corno 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 Última apresenta duas variedades, a 

anisopiiae (também conhP�ida corno minar) e a major. Segundo 

este  autor, a variedade anisopliae apresenta-se com 

conídios de 3,5 a 9,0 µrn de comprimento, (usualmente 5,0 a 

8,0 µrn) e a variedade major com conídios de 9,0 a 18,0 µm 

de comprimento, (usualmente de 10 ,O a 14,0 µrn). 
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O fungo apresenta7se geralmente com conídios u- 

ninucleados (TINLINE, 1971), com pequena proporçao de binuclea- 

dos (MESSIAS, 19 79) ou mesmo mul tinucleados em algumas linhagens 

(LUNA, 1985). Durante a germinação os núcleos se dividem  e um 

migra para o tubo germinativo enquanto o outro permanece no 

conídio (VEEN, 1967; ZACHARUK, 1970); em conídios multinu­

cleados, ocorrem mitoses sucessivas a partir de um núcleo, antes 

de migrarem para os tubos germinativos, sendo que, nestes casos, 

também pode ocorrer conídios septados com emissão de dois tubos 

germinativos (LUNA, 1985). As hifas são frequentementes 

uninucleadas em seus segmentos hifais, podendo ocorrer também 

dois ou mais núcleos, ou mesmo segumentos multinucleados em 

pontas de hifas (LUNA, 1985). A ocorrência de anastamoses 

entre hifas bem como entre conídios parece ser comum, o que 

facilita a obtenção de heterocirios (TINLINE & NOVIELLO , 1971; 

MESSIAS, 1979). 

Este fungo apresenta crescimento Ótimo em temperatu-

ras entre 259 a 309C (VILACORTA, 1978). b tolerante a uma 

faixa de pH de 2,0 a 8,5, sendo que 6,9 é a melhor condição 

para crescimento e esporulação (VEEN, 1968). Com relação ã 

fonte nutritiva é um microrganismo pouco exigente, 

desenvolvendo-se em diversos meios de cultura, utilizando 

como fonte de carbono o amido, glicose, glicerina, 1evulose, 

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

1944), e também apresenta um  ótimo desenvolvimento em meio 



6. 

mínimo e meio completo para MpVT..fÍillUó nidul.anó (MESSIAS,1979). 

Dentre os diversos agentes causadores de micose em 

insetos, o fungo M. ani.óopl-Lae. assume um importante papel 

(BURGES, 1981). No Brasil, este fungo vem sendo bastante 

utilizado nos Últimos anos no controle biológico de insetos 

vulgarmente conhecidos como cigarrinhas, da ordem  H orno ptu.. a, 

destacando-se Mahanafl..va po-6 ti e.a.ta para cana-de­açúcar 

(GUAGLIUMI et al., 1974; AQUINO et al., 1975) e De.oi.ó tílavopic.ta. 

e Zulia e.ntJc..e.Jc..iana para pastagens (VEIGA, 1979). Também tem sido 

verificado a sua patogenicidade em outros importantes insetos 

pragas como a Viatfl..ae.a .õac.c.ha.Jc..ali-6, broca-de-cana (ALVES et al., 

1984), ao 

( = C. bimac.ulatu-6), "manhoso" (LORD, 1986), ao Hypothe.n.e.mul.) 

hampe.i, broca-do-café (LECUONA et al., 1986), a Ce.Jc..atiti-6 

e.apita.ta (GARCIA et al., 1984) e outros (ALVES, 1986), bem como 

em insetos de interesse médico como o RhodniUó pJc..oÜxUó, barbeiros 

transmissores da doença-de-Chagas (SILVA & MESSIAS, 1986). 

Além do interesse no controle de pragas, o 

fungo M. anil.)opliae. também vem despertando interesse com   

relação a produção de substâncias farmacológicas como 

antibióticos e imunomoduladores (ITO KAGAWA et al., 1984; 

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

Um grande número de linhagens ou 

provenientes de diversas fontes e várias regiões do 

isolados, 

país, 
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já foi obtido e estudo com relação a uma série de carac te rís 

ticas como crescimento e produção de esporos, produção de 

exoenzimas, patogenicidade, resistência à agentes físicos e 

químicos, variabilidade eletroforética, padrões em cromato­

grafia gasosa, onde se observou uma grande variabilidade n� 

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 

rização citológica e morfológica de linhagens selvagens, mu 

tantes e diplóides de M.ani�apliae, detectou uma grande va 

riabilidade genética entre estas linhagens. Duas delas (A4 

e M5) apresentaram uma grande divergência das demais, sendo 

sugerido como uma nova variedade ou mesmo uma nova 
- . especie

dentro do gênero Meta�hizium. Através de análises citolÓgi

cas, a autora propôs a existência de 6 grupos de ligação,p�

<lendo este número variar nas diferentes linhagens.

ALVES et al. (1986) empregaram um sistema de 

análise fenética para a separação e agrupamento de isolados 

de M. ani�apliae, em que 16 caracteres foram analisados 

através de taxonomia numérica, com ordenação dos compone� 

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

de origem na determinaçào dos agrupamentos. 

RIBA et al. (1986) fizeram um estudo de cara� 

te ri zação de 9 6 is o lados de M. anisop Ziae provenientes de 

vários insetos e de diversos países, sendo 33 da América do 

Sul, principalmente do Brasil. Os caracteres, analisados 

por análise fatorial, foram o tamanho de conídios, a patog� 

nicidade ao inseto Ostrinia nubiialis e padrões isoenzimáti 

cos. Observou-se uma certa homogeneidade entre os isolados 

de M. anisopZiae var. major e uma grande heterogeneidade e� 

tre os isolados da var. anisopZiae� havendo porém uma certa 

uniformidade nos isolados do Brasil e de isolados provenie� 

tes de insetos da família Curculionidae; detectou-se também 

a ocorrência de uma terceira variedade "intermediária", CO!!!

posta de isolados com conÍdios de tamanhos intermediários, 

com um pequeno espectro de hospedeiros e padrões típicos de 

isoenzimas, os quais, segundo estes autores, poderiam ter 

sido originados por processos de hibridação entre as  

linhagens de variedade major com linhagens da variedade 

anisopliae� através do ciclo parassexual. 

2.2. O 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 impe.E_ 

feitos que, por não apresentarem um mecanismo conhecido de 

recombinação genética pelo ciclo sexual, não possibilitavam 

seus estudos genético (SILVEIRA, 1983). 

O ciclo parassexual, segundo PONTECORV0(1956) 

se caracteriza por apresentar: anastomose de hifas com nu 

cleos difer�ntes (heterocariose), fusão de nücleos hap16i 

des, permuta mit6tica e haploidização. Além de ser um sis 

tema que favorece aos estudos de ordem genética, possibili­

tando o mapeamento de grupos de ligação, o ciclo parassexual 

oferece ainda a possibilidade de variação para os fungos 

que não apresentam ciclo sexual. Com relação ao mapeamento 

de genes, FORBES (1959) obteve uma linhagem de AspergiZZus 

niduZans contendo marcadores em todos os oito grupos de li 

gação. Desta maneira, tendo-se uma linhagem mutante com um 

gene a ser localizado em um grupo de ligação, basta que se 

proceda uma análise pelo ciclo parassexual e, com a haplo! 

dização, este gene será mapeado juntamente com alguns marca 

dos da linhagem mestre (McCULLY & FORBES, 1965). Em A.

niduZans� KAFER (1958), usando esta técnica de mapeamento, 

localizou cerca de 40 genes nos 8 grupos de ligação, sendo 

que a localização destes genes foram confirmados com o uso 

de análise mei6tica. 

O ciclo parassexual também tem se mostrado 

Útil nos estudos de dominância e recessividade de genes em 



um mesmo núcleo, ou em citoplasma comum (ROPER, 1966; 

1972) e também nos estudos sobre instabilidade 

A ZEVEDO, 

mitótica 

(AZEVEDO, 1972; NIFFINEGER & SOUZA, 1979). Do ponto de vis 

ta aplicado, o ciclo parassexual possibilitou a recombi- 

ção e melhoramento genético em fungos economicamente impor­

tantes e que não apresentam ciclo sexual (SERMONTI, 1969; 

BONATELLI JR., 1981; MESSIAS, 1979) e também permitiu expli 

car o aparecimento de novas raças fisiológicas em fungos 

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

A descrição do ciclo parassexual em M.

anisopliae� com ocorrência de heterocário, diplÕides e re­

combinantes estáveis, foi feita pela primeira vez por MESSIAS 

(1979) e MESSIAS & AZEVEDO (1980), sendo confirmado quase si 

multaneamente por Al-AIDROOS (1980). Os autores trabalha 

ram com marcas para resistência (AL-AIDROOS, 1980) e marcas 

para coloração e auxotrofia (AL-AIDROOS, 1980; MESSIAS & 

AZEVEDO, 1980). Os diplÕides obtidos não apresentavam dife 

renças significativas dos haplóides com relação ao tamanho 

dos conídios, porém eram diferentes quanto ao número de nu 

cleos por conídios (os diplÕides são sempre uninucleados), 

quanto ao diâmetro dos núcleos dos conídios (nos diplÓides 

era maior) e também quanto à quantidade de DNA (nos diplói 

des era praticamente o dobro). Os setàres haplÕides obti 

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

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

concluírem que o nú  mero dos grupos de ligação é pequeno,nao 

10.
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superior a quatro. 

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

trabalhando com o ciclo parassexual em M. anisopliae� obse! 

varam que o tamanho dos conídios dos diplÕides era signifi­

cativamente maior do que os haplÕides, o que é contrastante 

com os trabalhos iniciais de AL-AIDROOS (1980) e MESSIAS & 

AZEVEDO (1980). Os autores. fizeram a análise da segregaçao 

de oito marcas genéticas e o mapeamento destes genes, prQ 

pondo a existência de cinco grupos de ligação. Estes auto- 

res também observaram a ocorrência de haplÔides recombinan­

tes no heterocârdio, sem, no entanto, esclarecer a sua fre 

qilência. 

MAGOON & MESSING-AL-AIDROOS (1984) descreve 

ram critérios para diferenciar diplÔides, haplÔides e reco� 

binantes obtidos pelo ciclo parassexual em M. anisopliae�uti 

lizando-se do tamanho dos conídios, da relação entre o diâ 

metro dos niicleos/�amanho dos conídios, da morfologia das 

colônias e da estabilidade das colônias na presença de ben 

late. O tamanho dos conídios entre haplÕides e diplÔides 

apresentaram diferenças estatisticamente significante. 

Duas linhagens que apresentavam tamanhos conidiais interme 

diários os quais os autores consideraram como sendo uma hi 

perhaploidia (n + x) e uma translocação, se cruzavam com 

grande dificuldade e o possível diplôide obtido apresentava 

um padrão anormal de segregação. Duas outras linhagens prQ 
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venientes de cruzamentos entre �arentais haplóides também 

apresentavam conídios com tamanhos intermediários, sendo que 

os resultados genéticos e a morfologia destas colônias di­

feriam das demais. 

MAGOON & MESSING-AL-AIDROOS (1986) pela análi 

se dos segregantes obtidos no ciclo parassexual em M.

anisopliae� fizeram o mapeamento de mais duas marcas gene­

ticas nos 5 grupos de ligação já propostos por BERGERON &

MESSING-AL-AIDROOS (1982) e também propuseram a existência 

de 2 vias metabólicas para a biossíntese da pigmentação dos 

conídios. 

LUNA & AZEVEDO (1985) utilizando duas linha 

gens (A4 e E6) de M. anisopliae com características diverge� 

tes e com marcas auxotrÕficas complementares obtiveram, p� 

lo ciclo parassexual, possíveis diplÓides que apresentavam 

um volume nuclear maior que as linhagens parentais e que 

mantinham a capacidade de atacar insetos. 

Ainda com relação ao ciclo parassexual em M.

anisopliae� uma limitação desta metodologia clássica é o fa- 

to de que parece haver uma forte incompatibilidade entre li- 

nhagens distintas desta espécie, de modo que não se observa 

a formação de heterocários entre linhagens muito diferentes 

(SILVEIRA, 1983; FRIGO, 1983). SILVEIRA (1983) também ob­

servou que mesmo dentro de uma linhagem (RJ), havia dificul 

dades na obtenção do heterocário. Este problema foi resol-



13. 

vida quando se desenvolveu uma metodologia de fusão de prQ_ 

toplastos para esta espécie. SILVEIRA (1983) e SILVEIRA &

AZEVEDO (1987), empregando esta metodologia de fusão de prQ_ 

toplastos em M. anisopZiae� observaram urna alta freqUência 

de fusão dentro e entre linhagens, com a ocorrência de fu­

são nuclear, segregação e recombinação mitótica. FRIGO 

(1983) empregou em M. anisopZiae� uma variação desta técni­

ca que foi a utilização da linhagem selvagem morta, técnica 

esta conhecida como a do "doador morto" (FERENCZY, 

HOPWOOD & WRIGHT, 1981), que mostrou ser efetiva na 

1981; 

obten 

ção de diplóides e segregantes entre linhagens distintas. 

2.3. A parameiose em fungos 

O termo parame iose foi proposto por BONATELLI 

JR.et al�l983) para designar um certo tipo de instabilidade 

dos núcleos diplóides heterozigotos, os quais apresentariam 

uma alta taxa de recombinação e haploidização nas hifas he 

terocariÕticas, guardando semelhanças com o processo meióti 

co. Estes autores descreveram o fenômeno através do estudo 

de cruzamentos pelo ciclo parassexual de linhagens auxotró 

ficas de AspergiZZus niger utilizadas na produção de ácido 

cítrico. Utilizando-se da medida dos diâmetros dos coni-

dios e do comportamento das colônias em meio contendo Benla 

te, observaram que as colônias obtidas no heterocário eram 
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dos tipos diplÕides heterozigotos para todas as marcas auxo- 

tróficas e heterozigotos para apenas algumas marcas e tam- 

bém recombinantes haplÔides. Segundo estes autores, a ocor- 

rência de diplÕides instáveis e estáveis em A. niger� rela- 

tadas por outros autores (LHOAS, 1967; CHANG & TERRY, 1973 

e DAS & ILCZUK, 1978), bem como a instabilidade observada em. 

PeniciZZium patulum (CALAM et al., 1973) e a alta instabili_ 

dade dos diplÕides de Cephalosporium acremonium (BALL &

HAMLYN, 1982) podem ser interpretadas com base na parameiQ 

se. 

Evidências da ocorrência da parameiose podem 

ser tiradas de diversos outros trabalhos descritos na lite­

ratura. Observa-se, no entanto, que a detecção dos recombi 

nantes haplÓides no heterocário nem sempre é precisa, sendo 

muito confundida pelos autores como sendo "diplóides" (que 

não segregam) ou como parentais auxotróficos revertentes. 

HAS TI E (19 6 2 , 19 6 4) e s tu dou o c i c 1 o parass� 

xual em Verticillium albo-atrum e detectou uma alta instabi 

lidade dos diplÕides obtidos - culturas de colônias diplÓi­

des, com três semanas de idade, apresentavam 95% de coní 

dios haplóides. O autor também detectou altas taxas de pe� 

mut as mi tôti cas. 

TYPAS & HEALE (1977) utilizaram o sistema au 

tomâtico "Coulter counter" para avaliação do tamanho de co 

nÍdios de linhagens de Verticillium e detecção da proporção 
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de conídios diplÕides/haplÕides, obtidos pelo ciclo ,arass� 

xual. Estes autores verificaram uma alta frequência de ha 

ploidizaçào dos diplÕides, que aumentava em função do tempo 

de crescimento - a proporção de conídios diplÕides diminuía 

marcadamente na segunda e terceira semana de crescimento,se� 

do que no final da quarta semana, todos os conídios eram 

haplÕ ides. 

TYPAS (1983) realizou estudos de fusão de pr� 

toplasto e rnicroinjeção para obtenção de heterocãrios inter 

e in t raespe cí fico de . Ve rtici l lium a lbo-atrum e V. dah lia e.

Ambas as técnicas se mostraram eficientes na quebra da bar­

reira da parede celular para a hibridação. A freqUência 

de formação de diplÕides nestes heterocários artificiais 

foi de aproximadamente 850-2000 vezes maior do que em hete­

rocários naturais. Este autor observou também urna alta fre 

qUência de ernissao de setores diretamente do heterocário os 

quais eram diplÓides, prototrôficos haplÓides e aneuplól 

des. Esta alta freqUência de prototróficos haplóides, se­

gundo o autor, seria devido a urna alta frequência de rever 

são dos parentais auxotróficos. 

HASTIE & HEALE ( 19 84) fize.rarn urna extensiva re 

vis�o sobre a geriética do gênero Verticillium onde relatam 

que os diplÓides heterozigotos, obtidos do heterocário, são 

geralmente muito instáveis, embora alguns tipos estáveis te 

nharn sido descritos. 



16. 

Evidências mais conclusivas da ocorrência de 

parameiose podem ser observadas nos trabalhos de BALL & 

HAMLYN (1982) e HAMLYN et al. (1985), os quais, estando ateg 

tos para a ocorrência de recombinantes no heterocãrio, uti­

lizaram meios seletivos com diferentes suplementações para 

detectá-los. Ambos os trabalhos foram realizados através de 

fusão de protoplastos entre linhagens auxotróficas de 

CephaZosporium acremonium, empregando meio mínimo com dife 

rentes suplementações para seleção de produtos de fusão. As 

colônias regeneradas eram de dois tipos principais: recombi­

nantes haplóides estáveis e aneuplÓides ou diplÓides heterQ 

zigotos instáveis. A maior parte era recombinante haplÓide, 

sendo este grau de ploidia sugerido pela análise da estabi­

lidade destas colônias em meios com agentes haploidizantes, 

com confirmação através da medida da quantidade de DNA. At� 

vês da análise genética da freqUência destes recombinantes, 

HAMLYN et al. (1985) obtiveram evidências da existência de 

8 grupos de ligação, sendo que detectaram também uma alta 

taxa de permuta mitótica. 

timada por HAMLYN et al. 

A freqUência de fusão nuclear,e� 

-4 5 (1985), foi de 1.10 em 10 protQ 

plastos viáveis. Os diplÕides obtidos, segundo estes auto 

res, deveriam estar apresentando um crescimento desbalancea 

do e lento, de forma que os produtos originados da nao dis­

junção apresentariam uma velocidade de crescimento bem ma:ior, 

fazendo com que rapidamente tomassem toda a colônia. Os au 

tores (BALL & HAMLYN, 1982 e HAMLYN et al., 1985) relacionam 
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seus resultados obtidos em C- acremonium com a instabilida­

de dos diplóides das espécies relacionadas de Cephalosporium 

mycophilum e Eme rice l lopsis salmosynnemata� descritas por 

TUVESON & COY (1961) e FANTINI(l962), respectivamente, consi 

derando a possibilidade de ser esta uma característica des 

te grupo de organismos. 

Em M. anisopliae� o fenômeno da parameiose tam 

bêm parece estar ocorrendo. TINLINE & NOVIELLO (1971), os 

quais foram os primeiros a tentar descrever o ciclo paras­

sexual neste fungo, utilizando-se de marcas auxotróficas e 

de resistência à drogas, lograram obter possíveis colônias 

diplÔides, mas que, no entanto, não segregavam os componen­

tes parentais. 

RIBA et al. (1980) fizeram a obtenção de re 

combinantes mitóticos estáveis, do tipo intermediário, por 

hibridaçãu de biotipos selvagens. 

BERGERON & MESSING-AL-AIDROOS (1982), fazendo 

estudos do ciclo parassexual nesta espécie, ooservaram a 

ocorrência de haplÓides recom binantes no heterocário, sendo 

que discutem sobre a possibilidade de estar ocorrendo uma 

rápida hap loi di zaç ão dos dip lÕi des , num processo de ins ta   

b ili dade dos mesmos. 

SILVEIRA & AZEVEDO (1987) utilizando-se de f� 
-

sao de protoplastos intra e interlinhagens de M.anisopliae� 
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com marcas auxotrÕficas e morfológicas, observaram que os 

produtos de fusão eram altamente instáveis, emitindo seta 

res recombinantes, Estes autores, na sua discussão, inter 

pretam seus resultados com base na parameiose proposta por 

BONATELLI JR . et al. (1983) . 

2.4. Obtenção de linhagens melhoradas de M. anisopliae p� 

ra o controle biolÕgico 

Embora o ciclo parassexual em M. anisopliae já 

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

1980) , com metodologias de fusão de protoplastos tambêm 

desenvolvidas para esta espécie (FRIGO, 1983; SILVEIRA, 

1983; SILVEIRA & AZEVEDO, 1987), poucos trabalhos foram fei 

tos no sentido de se explorar a virulência de produtos de 

cruzamentos. 

GARCIA et al. (1985) realizaram trabalho de 

avaliação da patogenicidade da linhagem selvagem E9, de dois 

mutantes auxotróficos de E9 e um diplÓide obtido pelo ciclo 

parassexual, sobre Ceratitis capitata. O diplóide e os mu 

tantes não diferiram com relação à patogenicidade, sendo a 

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

VALADARES et al. (1985) utilizando as linha 

gens parentais A4 e A6 de M. anisopliae e diplÓides A4 x A6, 
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obtidos pelo ciclo parassexual
1 

em ensaio para a patogenici 

dade, demonstraram que os diplÕides eram muito mais efetivos 

do que as linhagens parentais em causar a mortalidade em 

Neza».a viridula (aumento de 7 vezes) e em 

frugiperda (aumento de 2,25 vezes). 

Spodoptera 

RIBA et al. (1985) avaliaram a patogenicidade 

de linhagens selvagens e mutantes de M. anisapliae var. 

minar e M. anisopliae var. major, bem como de possíveis di-

plóides obtidos entre estas linhagens, sobre os insetos 

Aedes aegypti, Anopheles stephensi, Culex pipiens e Ostrinia 

nubilalis. Possíveis diplÕides obtidos entre linhagens 

auxotrôficas provenientes de uma mesma linhagem selvagem da 

variedade minar, apresentaram patogenicidades semelhante ao 

parental selvagem. Os autores também lograram obter possf 

veis diplóides entre as variedades minar x major, utilizan 

do linhagens com apenas marcas morfológicas sem auxotrofia, 

sendo que estes eram avirulentos nas espécies de insetos p� 

ra as quais as linhagens parentais eram patogênicas. 
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3. MATERIAL E MéTODOS

3.1. Linhagens utilizadas 

As linhagens de Metarhizium anisopliae utili 

zadas foram: 

E 6 - (Espírito Santo) 

E 9 - (Espírito Santo) 

RJ - (Rio de Janeiro) 

Estas linhagens foram originariamente 

isolados de insetos adultos de Deois flavopicta (Homoptera, 

Cercopidae). 

3.2. Meios de cultura e soluç�es utilizadas 

3.2.1. Meio �Tnimo (MM) (PONTECORVO et al ., 1953) 

N aNO 3 • • • • • • • • • • • .. • • • • • • • • • • • 6 , O g 

KH 2 PO 
4 

• • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • 1 , 5 g 

KCl .......................... 0,5 g 



MgS04 . 7 H20 . . . . . . . . . . . . . . . . . . 0,5 g 

FeS0
4 

............•............. 0,02 g 

ZnSO
4 

.......................... 0,02 g 

Glicose . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 10, O g 

Ágar . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  . 15,0 g 

Água destilada ............... 1000,0 g 

pH ajustado para 6,8 com NaOH 4%. 
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3.2.2. Meio completo sÕlido (MC) (AZEVEDO & COSTA, 

19 7 3) 

Meio mí�imo adicionado de: 

Extrato de levedura . . . . . .. . . . . . . . 0,5 g 

Peptona . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 2,0 g 

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

Solução de vitaminas . . . . . . . . . . . . 1,0 ml 

Solução de ácidos nucléicos . . . . . 1,0 ml 

pH ajustado para 6,8 comNaOH 4%. 

A solução de ácidos nucléicos só foi adicio 

nado eventualmente. 

3.2.3. Meio mini mo liquido (PONTECORVO et al., 1953) 

Preparado segundo o ítem 3.2.1., não sendo 
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adicionado agar. 

3.2.4. Meio completo liquido 

Preparado segundo o ítem 3.2.2., nao sendo 
� 

adicionado o agar. 

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

mínimo mais 4% de meio completo 

Em tubos de ensaio, foram adicionados 2,5 ml 

de meio mínimo líquido mais 2% de meio completo líquido e 

meio mínimo mais 4% de meio completo líquido, respectivame� 

te. Estes tubos foram autoclavados e conservados em refri 

gerador. 

3.2.6. Meio completo 2x concentrado 

Preparado segundo o ítem 3.2.2., onde cada 

componente foi colocado em quantidade dobrada, com exceçao 

da água. 

3.2.7. Meio mínimo liquido para crescimento de mice 

l i o

Ao meio mínimo preparado segundo o item 3.2.1., 

foram adicionados requisitos para cada marca auxotrôfica. 
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3.2�8. Meio para crescimento de mic�lio 

Ao meio mínimo líquido preparado segundo o 

item 3.2.1., foram adicionados 2,0 g/1 de caseína hidrolisa 

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

3.2.9. Meio completo com KCl (MCKC1) para obtenção 

de crescimento de cêlulas totais (protopla! 

tos, micêlio e conidios não digeridos) 

Preparado segundo o ítem 3.2.6., onde o mes 

mo foi diluído no momento de uso com KCl 1,4M em tampão fos 

fato pH 5,8 na proporção de 1:1. 

3.2.10. Solução de vitaminas 

Ácido nicotínico . . . . . . . . . . . . . 100, O mg 

Ácido p-aminobenzóico ........ 10,0 mg 

Biatina . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . O, 2 mg 

Piridoxina .. . ... ............. 50,0 mg 

Riboflavina .................. 100,0 mg

Tiamina . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 50, O mg 

Água destilada esterilizada .. 100,0 ml 

A solução foi aquecida em banho-maria a 98° c 

por 15 minutos e guardada em frasco escuro, no refrigerador 

o 
a 4 e.
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3.2.11. Solução de ãcido nucléico de leveduras 

a) Ácido nucléico de leveduras: 2,0 g em 15,0 ml de HCl lN

b) Ácido nucléico de leveduras: 2,0 g em 15,0 ml de NaOH lN

Ambas as soluções foram aquecidas a gs º 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 

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 água destila 

da esterilizada. Estes são aquecidos em banho-maria (98 °C) 

por 15 minutos e conservados em refrigerador a 4°c (os esto 

ques de vitaminas são conservados em frascos escuros). 
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Solução Quantidade adicionada Concentração 
Suplemento Estoque por placa (20 ml de final no meio 

(10 ml de água) meio de cultura) de cultura 

Adenina 50,0 mg 0,1 ml 25 µg/ml 

Guanina 50,0 mg 0,1 ml 25 µg/ml 

Arginina 100,0 mg 0,1 ml 50 µg/ml 

Cisteína 100 ,o mg 0,1 ml 50 µg/ml 

Leucina 100,0 mg 0,1 ml 50 µg/ml 

Lisina 100 ,o mg 0,1 ml 50 µg/ml 

Metionina 100,0 mg 0,1 ml 50 µg/ml 

Prolina 100,0 mg 0,1 ml 50 µg/ml 

Biotina 0,4 mg 0,1 ml 

Ácido nicotínico 1,0 mg 0,1 ml 

Riboflavina 1,0 mg 0,1 ml 

Pirodoxina 0,5 mg 0,1 ml 

0,20 µg/ml 

0,50 µg/ml 

0,50 µg/ml 

0,25  µg/ml 

3.2.13. Solução Salina (0,85%) 

Preparou-se uma solução de 8,5 g de NaCl em 

1000 ml de água destilada. 9 ml desta solução foram coloc� 

dos em frascos e a seguir os mesmos foram autoclavados e 

conservados em refrigerador a 4
°
c.

3.2.14. Solução de"Tween"S0 (0,1%) 

em 

da 

auto 

For,1 m adicionados O, 1 ml de"Tween" 80 

100,0 ml de água destilada com homogeneização e 2,5 ml 

solução foram colocados em tubos de ensaio, que após 

clavagem foram mantidos em geladeira a 4
°
c.
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3.2.15. Solução de caseína hidrolisada 

Preparou-se a solução, dissolvendo-se 100 mg 

de caseína hidrolisada em 10 ml de H2ü 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. Tampão fosfato pH 5,8 (0,2 M) 

. Solução A 

. Solução B 

NaH
2

Po4 • 2H2o ...................... 31, 2 g

Ãgua destilada .................... 1000,0 ml 

Na
2

HP04 • 2H
2ü 

Ãgua destilada 

35,6 g 

1000,0 ml 

As soluções A e B foram conservadas no  

refrigerador sendo o tampão fosfato preparado no momento de 

uso, misturando 920 ml de solução A com 80 ml de solução B. 

3.2.17. Tampão fosfato pH 6,9 

. Solução A 

N aH 
2 

P O 4 • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • 2 7 , 8 g 

Água destilada ................... 1000,0 ml 
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. Solução B 

Na 2HPO 4 • • . • • • . • • • • . • .. . • • . . • • • • • . . 5 3 , 6 5 g 

Ãgua destilada .................. 1000,0 ml 

As soluç6es A e B foram conservadas em refri 

gerador sendo o tampão preparado no momento de uso, 

rando 45,0 ml da solução A com 55,0 ml da solução B. 

mistu 

3.2.18. Soluç�es de ãlcool etllico

As soluç6es foram preparadas nas concentra 

ções de 95, 70 e 50%. As diluiç6es do álcool para a 

produção das soluções foram realizadas com água destilada. 

3.2.19. Solução de Giemsa 

Uma parte de Giemsa foi diluída em 66 partes 

de glicerina e 60 ° c, sendo que apôs o resfriamento,  

misturou-se com 66 partes de metanol. Esta solução foi 

mantida à temperatura ambiente. 

3.2.20. Solução de fixação 

Esta solução foi prepar�da no momento de 

uso, na proporçao de 3 álcool etílico absoluto: 1 ácido ace 

tico glacial. 
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3.2.21. Solução de KCl 1,4M pH 5,8 

Para o preparo desta solução, 104,38 g de KCl 

foram dissolvidos com agitação e aquecimento em 500 ml de so 

lução A (tampio fosfato pH 5,8). Levou-se ao potenci5metro e 

adicionou-se solução B (tampão fosfato pH 5, 8) até atingir pH 

5,8. O volume final foi acertado para 1000 ml com tampão fosf� 

to pH 5,8. A solução foi autoclavada e conservada em refriger� 

dor. 

3.2.22. Solução de KCl 0,7 pH 5,8 

Para preparo desta solução, um volume de KCl 

1,4M foi diluído em igual volume de tampão fosfato pH 5,8. A 

solução foi autoclavada e armazenada em refrigerador. 

3.2.23. Solução de enzimas para produção de protopla� 

tos. 

Para cada 1,0 ml de KCl 0,7M em tampão fosfa­

to pH 5,8 foram adicionados 5,0 mg de enzima lítica, sendo 2,5 

mg de "celulase CP" e 2, 5 mg de "NOVO" (H.Alv1LIN et al., 1981) . 

Utilizou-se também o complexo lítico formado por: "Zimoliase" 

(1 mg/mll+ "Macerozim R.lO"(Smg/ml)+"Celulase onozuka"(20mg/ 

ml). 

3.2.24. Solução 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 é lento - cerca de 

3 horas). Ao volume filtrado adicionou-se igual volume de 

glicerina (1:1). A solução foi guardada sob refrigeração a 

3.2.25. Soluções de ãcido perclõrico 

A partir do ácido perclórico 11,64N, 

°

4 c, adicionando-se uma pequena porção de cânfora (para 

ajudar na preservação). 

foram 

preparadas várias soluções com normalidades diferentes: 

HC104 O, 2 N . . . . . . 1 ml de HC104: 57,2 ml de agua

HC104 1,5 N . . . . . . 1 ml de HC104: 6,8 ml de agua

HC104 3, 75 N . . . . . 1 ml de HC104: 2,1 ml de agua

As soluções foram preparadas em banho gel� 

-água, em frascos escuros e guardados sob refrigeração.

3.2.26. Solução de KOH 0,3 N 

A um volume de 80 ml de água, foi acrescenta 

do 1,34 g de KOH. 

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

A um volume de 100 ml de água, foi acrescen­

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

3.2.28. Solução estoque de DNA

Em 20 ml de ácido perclórico 1,5N foram di 

luídas 30 mg de DNA purificado. A solução foi colocada em 

frasco escuro e guardada sob refrigeração. 

3.3. Preparo de filtros, palitos de transferência e este 

rilização 

3.3.1. Sistema de filtro para técnica de enriquec� 

menta 

No interior de filtros plásticos foram fixa 

das 6 camadas de gaze (mantidas esticadas) com o auxílio de 

fita crepe. Este conjunto foi envolto em papel de alumínio 

e autoclavado por 15 minutos a 120° c. 

3.3.2. Filtros Buchner para filtração de micélio 

Estes foram preparados, mantendo-se em seu 

interior duas folhas de papel de filtro Whatman n 9 1. 

Envolveu-se em papel de alumínio e papel comum e 

autoclavou-se por 15 minutos a 120° c. 
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3.3.3. Uso de palitos para transferência de colônias 

Palitos roliços adquiridos no comércio foram 

lavados em água por 6 vezes consecutivas e então esteriliz� 

dos em forno por 3 horas. Depois de usados, foram novamen 

te lavados, secos e esterilizados para posterior uso. 

3.3.4. Esterilização e incubação 

Os meios de culturas e as soluções 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° c por 35 mi 

nutos (filtros, frascos de produção de protoplastos, etc.). 

A temperatura de incubação foi de zs º c, exceto quando foi 

necessirio deixar o material i temperatura ambiente. 

3.4. Sobrevivência à luz ultravioleta 

Suspensões de conídios das linhagens selva- 

gens E 6, E9 e RJ em  "Tween "8 O foram observados ao micros cô

pio com o auxílio de uma Câmara de Neubauer, para se deter 

minar o número de conídios por mililitro. Estas suspensões 

foram diluídas em solução salina (1:10), colocadas em pl� 

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 exposição. Após cada irradiação, 

diluições apropriadas foram feitas em solução salina 0,85% 

e 0,1 ml foi semeado em placa contendo MC. As placas foram 

incubadas a 28° c em ausência de luz. Findo este período, 

as colônias sobreviventes foram contadas e procedeu-se o 

cálculo da curva de sobrevivência, tomando-se o numero de 

colônias obtidas no tempo O minutos como 100% de sobrevivên 

eia. Foi estimado deste modo, o tempo de irradiação que pe!_ 

mitia 5% de sobrevivência para as diferentes linhagens. 

3.4.1. Obtenção de mutantes morfolõgicos 

Suspensões de conídios das linhagens selva- 

gens (E6, E9 e RJ), contendo 10
7 

conídios/ml, foram diluí- 

das em solução salina 0,85% (1:10) e irradiadas na luz ul- 

travioleta no tempo que propiciasse 95% de morte. 

As suspensoes irradiadas foram diluídas e se 

meadas em placa contendo MC de modo que crescesse de 30 a 

100 colônias por placa. Estas placas foram incubadas a 

28° c por 7 _g dias. Findo este período, as colônias que Pº!

suiam coloração ou morfologia alteradas e que também 

ciam em MM foram consideradas mutantes morfológicos. 

3.4.2. Obtenção de mutantes auxotrõficos 

cres 

A obtenção de mutantes auxotr6ficos foi rea- 
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lizada por diversos tratamentos (Figura 1): 

Tratamento 1 - irradiação e isolamento total; 

Tratamento 2 - irradiação e enriquecimento por filtração; 

Tratamento 3 - protoplastização e isolamento total; 

Tratamento 4 - protoplastização e enriquecimento por fil 

tração; 

Tratamento 5 - protoplastização, irradiação e enriquecime� 

to por filtração. 

Nos tratamentos em que houve irradiação, a 

fonte utilizada foi luz U.V., com tempo de exposição de 1,5 

a 2 minutos. 

O tratamento mais utilizado foi o Tratamento 

2, de irradiação com enriquecimento por filtração (SILVEIRA 

& AZEVEDO, 1984). 

3.4.3. Teste de reversao 

Suspensões de conídios dos mutantes auxotró 

ficos obtidos foram feitas em solução de"Tween' 80, de tal 

modo que as mesmas tinham 10 7 conídios/ml. Estas foram se

meadas em MM e incubadas a 28
°

c por 7-8 dias. Apôs este p� 

ríodo foi verificado a presença ou ausência de crescimento 

de colànicas. 
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Figura 1. Esquema dos tratamentos utilizados para a obten- 

ção dos mutantes auxotróficos. 

TRATAMENTO 5
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3.5. Produçâo de protoplastos (SILVEIRA & AZEVEDO, 1987) 

Conídios crescidos em MC inclinado a 28°C por 

7-8 dias foram suspensos em solução salina onde se determi

nau suas concentrações (conídios/ml) com o auxílio de Câma 

ra de Neubauer e microscópio. Estas foram adicionadas em 

meio para produção de micélio (Ítem 3.2.8.) mais os requisi 

tos de cada mutante para uma concentração final de 106 coní

dios/ml. O meio assim obtido foi mantido em agitador rota 

tório (150 rpm) a 28° c por 24 horas. Findo este período, o

micélio desenvolvido foi filtrado em filtro Buchner com au 

xílio de bomba de vácuo e lavado em KCl 1,4M (tampão fosfa 

to pH 5,8). Determinou-se a seguir, seu peso Úmido. Este 

micélio foi colocado em presença de KCl O, 7M (tampão fosfa 

to pH 5,8) e complexo de enzimas líticas na proporção de 

50 mg de micélio: 1,0 ml de KCl 0,7M: 5 mg de enzi�a (50% 

de celulase CP e 50% de NOVO ) (HAMLYN et al., 1981). Uti­

lizou-se também o complexo lítico formado por: Zimoliase (1 

mg/ml) + Macerozim R-10 (5 mg/ml) + Celulase Onozuka (20 

mg/ml). Agitou-se em agitador recíproco (120 rpm) por 2:30 

a 3:00 horas. Após este período, verificou-se a presença de 

protoplastos com o auxílio de microscópio (uma gota da sus 

pensão que h..1via sido colocada entre lâmina e lamínula). Uma 

vez observada a presença 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 KCl O, 7M es 

terilizado e centrifugou-se novamente (4000 rpm; 15 minu­

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

3.5.1. Contagem de protoplastos 

Os pro top las tos obtidos no item 3. 5 .("pellet") 

foram ressuspensos em KCl O, 7 M (tampão fosfato pH 5,8) (v� 

lume fixo) e contados em Câmara de Neubauer com o 

de microscópio Óptico. 

auxílio 

3.5.2. Verificação da presença de hifas, esferopla� 

tos e conidios na suspensão de protoplastos 

Os protoplastos obtidos foram semeados por 

"pour plate" em MC e MCKCl (45 - 50°C). O crescimento de 

colônias neste meio de cultura (MC), indicou o número de hi 

fas e conídios que existiam na solução de protoplastos qua� 

do comparado com a suspensão semeada em placas com 

A semeadura foi feita em diversas diluições. 

MCKCl. 

3.6. Obtenção de heterocãrios (MESSIAS & AZEVEDO, 1980) 

Conídios das diferentes linhagems (com com 

plementação para marcas auxotróficas e morfológicas) foram 

colocados em tubos de ensaio contendo 2,5 ml de MM líquido 
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suplementado com 2% e 4% de MC líquido (permite uma germin� 

ção inicial dos conídios). Estes tubos foram incubados por 

10 dias (28 °C) e a película formada na superfície do meio 

foi transferida para placas contendo MM sólido. Apôs incu 

bação (28 °C 10 dias) uma extremidade desta película foi no 

vamente transferida para placas contendo MM sólido e nova­

mente incubadas a zs
º

c por mais 10 dias, para evitar-se cres 

cimento devido a resquícios de MC vindoi dos tubos. 

3.6.1. Obtenção de diploides e recombinantes haplo� 

des a partir de heterocãrios 

Suspensões de conídios provenientes das col� 

nias heterocariôticas foram semeadas sem diluição e com di 

ferentes diluições em placas contendo MM e com MM supleme� 

tado com os requisitos nutricionais (aminoácidos e vitami 

nas) em diferentes combinações. Estas foram incubadas a 

zs
º

c por 6-7 dias quando então foram contados as freqliên­

cias das colônias nas diferentes combinações. As colônias 

obtidas foram semeadas em MC ou MM + suplementos para 

purificação, sendo a seguir caracterizadas quanto à sua  

morfologia, necessidades nutricionais e o grau de ploidia. 



38. 

3.7. Teste da estabilidade em MC com Benlate 

Duas linhagens mutantes e um recombinante 

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

O, 2; O, 4; O, 6; O, 8; 1, O; 2, O e 4, O µg de Benla te/ml 

de meio de cultura para de�erminação das concentrações ini 

bitórias de crescimento. 

Recombinantes prototróficos ou possíveis di 

plÔides foram inoculados ( 12 repetições para cada recombin� 

te) em MC e em MC + Benlate (1 µg/ml de meio) onde se obser 

vou as características de crescimento das colônias (com ou 

sem emissão de setores). 

3.8. Coloração de conidios e protoplastós (TANAKA et al ., 

1979) 

O material a ser corado (conídios e protopla� 

tos) foi aderido a lamínulas previamente untadas com albumi 

na 50% e secadas levemente sob um bico de Bunsen. Para a 

coloração de protoplastos, utilizou-se uma gota da suspe� 

sao de protoplastos em KCl 0,7 M bem como os restos de hi 

fas apos digestão com o complexo enzimático. As lamínulas 

contendo o material foram fixadas em álcool-ácido 

(3:1) por 30 minutos no mínimo e no máximo 24 horas. 

acético 

Apôs 

a fixação, as lamínulas foram colocadas em álcoois 95% e 70%,
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5 minutos em cada; podendo ser mantidas em álcool 70%, em 

geladeira, por vários dias. Após os álcoois, as lamínulas 

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

colocadas para hidrólise em HCl 1 N a  60 0 
c por 1 a 2 minu 

tos (para pro top las tos) e de 3 a 5 minutos (para conídios). 

Após a hidrólise, as lamínulas foram lavadas por 3 vezes em 

água destilada e uma Última vez em tampão fosfato pH 6,8 a 

7,0, sendo a seguir coradas em GIEMSA a 10% (18 gotas da so 

lução-mãe em 10 ml de tampão fosfato pH 6,8 a 7,0), por 40 

a 60 minutos. Após a coloração, o material foi lavado rapi 

damente por 2 vezes em tampão fosfato e a seguir procede.'.:: 

-se a montagem (provisória) em lâminas, passando parafina 

nas bordas da lamínula, com o auxílio de um bastão de metal 

aquecido e papel de filtro, procurando evitar bolhas de ar 

entre lâmina e lamínula. 

3.9. Extração e quantificação de DNA de conídios 

3.9.1. Extração do DNA (VAN TUYLL, 1977) 

Utilizou-se uma suspensão de s.108 conídios

para cada linhagem. Estas foram transferidas. para rubos de 

centrífuga com fundo cônico e centrifugadas por 10 minutos 

na posição 5 da centrífuga Excelsa Baby (4.000 rpm), sendo 

as "pellets" lavadas e centrifugadas novamente por duas ve 

zes em água destilada. Após a lavagem, os conídios foram 



40. 

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

banho gelo-água e centrifugados por 10 minutos na posição 5 

da centrífuga Excelsa Baby. Esse processo foi repetido mais 

urna vez. A seguir, as "pellets" foram ressuspensas em 4 rnl 

de KOH 0,3 N e mantidas a 37 9 C por mais ou menos 16 horas. A 

pós este período, adicionou-se 0,6 rnl de ácido perclórico 3,75 

N à suspensao, em banho gelo-água, para precipitação do 

material. A seguir, foi feita uma centifugação por 10 minu­

tos na posição 5, desprezando-se os sobrenadantes. As "pellets" 

foram então lavadas e centrifugadas por duas vezes com 4 

rnl de ácido perclórico 0,2 N em banho de gelo-água. A se 

guir, foram tratadas com 1 rnl de ácido perclórico 1,5 N por 

20 minutos a 70 9 C, para extração do DNA, sendo a seguir cen- 

trifugadas de maneira id�ntica is demais centrifugaç6es. Co- 

letou-se o sobrenadante e repetiu-se o tratamento de ex- 

tração com mais 1 rnl de ácido perclórico 1,5 por 20 minutos a 

70 9 C. Os sobrenadantes obtidos nas duas etapas foram combi­

nados e o volume acertado para 3 rnl com ácido perclórico 1,5 

N, sendo que após esta etapa, procedeu-se a mais urna incuba -

ção a 70 9 C por 10 minutos seguido de centrifugação tarnb�rn por 

10 minutos na posição 4 da centrífuga Excelsa Baby. A Pª! 

tir desta suspensão, procedeu-se a determinação da quantidade 

de DNA. 

3.9.2. Determinação da quantidade de DNA 

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

uma solução de DNA de concentração conhecida como padrão. 

Foram misturados 2 ml da solução de difenila 

mina (4%) com 2 ml da suspensao a ser analisada e adiciona 

dos. O, 1 ml da so 1ução de acetal de ido ( 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 espectrofotômetro, nos 

comprimentos de onda de 595 e 700 nm. A quantidade de DNA 

das amostras é estimada pela diferença entre as duas leitu 

ras e pela comparação com a curva padrão. 

3.9.2.1. Curva padrão 

Foi retirado uma alíquota de 1 ml da solução 

estoque de DNA, adicionando-a a 37,5 ml de ácido perc16rico 

1,5 N, obtendo-se assim uma solução de 40 µg/ml. A partir 

desta, foram feitas diluições sempre com ácido perc16rico 

1,5 N, de modo a se obter concentrações de 20, 10 e 5 µg/mL 

Com estas soluções, foi traçada a curva padrão, utilizando­

-se a metodologia descrita no item anterior, obtendo-se uma 

equação da reta a qual relaciona absorbância com concentra 

ção de DNA. 
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3.10. Avaliação da patogenicidade de linhagens selvagens 

e recombinantes de M. anisopliae em larvas e adul 

tos do inseto Chalcodermus bimaculatus, 

praga de Caupi 

manhoso, 

3.10.1. Linhagens utilizadas 

E6 

E9 

E6 ylo8 pi�8 li�8 

E9 ylol leu6 ade9 

D2 - Recombinante híbrido prototrôfico de 

ção verde 

D4 - Recombinante híbrido prototrôfico de 

çao amarela 

Campos to 1 - Obtido pela mistura de conídios

colônias recombinantes híbridas 

trÔficas verdes 

Composto 2 - Obtido pela mistura de conídios

colônias recombinantes híbridas

trôficas verdes

colora 

colora 

de 16 

prot� 

de 16 

prot� 

Com exceçao do Composto 2, em que as colônias fo 

ram crescidas em MM, todas as demais foram cresci 

das em MC. 
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3.10.2. Determinação da viabilidade das linhagens 

Esta foi feita semeando-se 0,1 rnl de urna 

suspensão com aproximadamente 104 conídios/rnl, 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 microscópica de 200 esporos por placa, consi­

derando germinado o conídio cujo tubo germinativo fosse fa 

cilrnente visualizado. 

3.10.3. Preparo das suspensoes 

Conídios de cada linhagem foram adicionados 

a soluções de"Tween"SO a 0,1% em água 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 número de conídios/ml foi efetuada em câmara de 

Newbauer, sendo repetida 2 vezes. As concentrações utiliz� 

das foram de 10 8, 107 e 106 conídios/ml, sendo que esta foi

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

3.10.4. Obtenção dos insetos 

Vagens de Caupi provenientes lo campo, infe� 

tadas por larvas do inseto foram colocadas em sacos de p� 

pel de 26-18 cm e colocados sob recipientes cilíndricos,com 

21 cm de diâmetro por 8 cm de altura, contendo solo 
-

. 

organ� 
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co úmido esterilizado no fundo. Estes recipientes foram 

mantidos em casa de vegetação. As larvas que desciam ao so 

lo, Último instar larval, eram coletadas diariamente e colo 

cadas em recipientes de 21 cm de diâmetro por 8 cm de altu 

ra contendo solo orgânico Úrnido esterilizado (aproximadame� 

te 10 cm de solo), e trazidas ao laboratório, onde foram 

utilizadas no bioensaio de patogenicidade. Para a obtenção 

dos adultos, as larvas trazidas ao laboratório eram manti 

das em recipientes com solo, cobertos com pano de filó amar 

rados com atílio de borracha, até atingirem a fase adulta, 

sendo que eram então transferidos para gaiolas de acrílico, 

de forma cilíndrica, com 17 cm de diâmetro e 34 cm de altu­

ra, com tela de arame na parte inferior e pano de filó na 

parte superior. Vagens verdes trazidas do campo eram adi 

cionadas dentro das gaiolas para a alimentação destes adul 

tos até a utilização dos mesmos no bioensaio. 

3.10.5. Aplicação do fungo e manutenção dos 

tos 

inse 

A aplicação do fungo foi feita em grupos de 

10 larvas ou 10 adultos, através da pulverização de 0,3 ml 

da suspens ao de conídios ou O, 3 ml de"'Iween" 8 O O, 1 % para a 

testemunha, em urna torre calibrada de pulverização direta 

(Figura 2) . Após a aplicação, 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 pulverização direta. CNPAF, 

Goiânia, GO. 1987. 

Legenda: 

1. Seringa

2. Bico de pulverização

3. Regulagem da altura de

pulverização

4. Manômetro

5. Tubo de conexão ao compressor

6. Tubo de conexão ao aspirador

7. Suporte (peneira) para a s�

perfície a ser pulverizada

8. Orifício para introdução da

pipeta.
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ginico esterilizado (estufa a 1 60° C, 4 horas) umedecidas tom

10-12 ml de igua destilada esterilizada, e os adultos foram

colocados em placas de Petri (10 insetos/placa) com fundo r� 

vestido com papel filtro umedecido com água destilada e ped� 

ços de vagens de caupi. As placas foram mantidas em estufas 

E.O.D. a 24 ± 1° c. O experimento foi desenvolvido no Labor�

t6rio de Patologia de Insetos do Centro Nacional de Pesquisa 

do Arroz e Feijão - CNPAF - Goiinia - GO 

3.10.6. Delineamento experimental 

Cada linhagem foi aplicada em 3 níveis de  

concentração de conídios (10 8 , 107,106 conídios/ml), sendo

que se utilizou 5 repetições para cada tratamento, com 10 

larvas/repetição, em experimento inteiramente casualizado. 

As avaliações foram iniciadas no 39 dia apos 

a aplicação, 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 confirmação da infecção. 

AS comparações entre as taxas de mortalidades 

dos diferentes tratamentos, realizadas em cada um dos perío- 

dos, foram analisadas segundo o teste de comparações entre 

proporções multinomiais, proposto por GOODMAN (19 6 4), ao ní 
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vel de 5% de significância. �nâlises de probit� (FINNEY, 

1971) também foram realizadas para o cálculo do TL50 e TL90

(tempo letal 50% e tempo letal 90%) e obtenção das curvas 

de tempo mortalidade. A Taxa de Potência foi calculada, s� 

gundo ALVES (1986), adotando-se a linhagem E9 como padrão, 

sendo expressa por Unidades de Potência (U.P.), utilizando 

a fórmula: 

TP = 

TL50 da linhagem padrão

TL50 da amostra
X 1000 (U.P.) 
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Sobrevivência ã luz ultra-violeta 

A freqilência de sobrevivência dos conídios 

em diferentes tempos de irradiação, para as três linhagens 

(E6, E9 e RJ), estão sumarizados nas Tabelas 1, 2 e 3. A 

partir destes dados, foram obtidas as curvas de  

sobrevivêneia destas linhagens (Figura 3). 

As linhagens E6 e RJ parece� não ser diferen 

tes entre si para a resistência a luz UV, enquanto que a li 

nhagem E9 se mostrou mais resistente que as demais. Esta 

maior resistência da linhagem E9 pode refletir uma possível 

seleção automática deste caráter, em função da mesma já ter 

sido amplamente utilizada a nível de campo e, consequent� 

mente, submetida aos efeitos seletivos da radiação solar. 

A existência de variabilidade g�nética para 

o caráter de resistência à luz ultra-violeta e muito impo!

tante do ponto de vista aplicado, pois uma das limitações 

na utilização dos fungos em condições de campo é a da morte 
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Tabela 1 - Número e porcentagem relativa de co�Ídios sobre- 

viventes da linhagem E6 em diferentes tempos 

de irradiação i luz ultravioleta. 

Tempo de Número de irradiação 
(minutos) sob reviventes 

Po rcen tagem de 
sobre vi ventes 

o 1,9 X 10
6 

100,00 

2 1, 6 X 104 0,84 

4 6 ,6 X 10
2 

0,03 

8 3,3 X 10 
3 0,17 

16 5, 8 X 10
2

0,03 

Tabela 2 - Número e porcentagem relativa de conídios sobre 

viventes da linhagem E9 em diferentes tempos de 

irradiação à luz ultravioleta 

Tempo de Número de Porcentagem de irradiação 
(minutos) sobreviventes sobreviventes 

o 3,9 X 10
6

100,00 

2 3,8 X 105 10,00 

4 2 , 3 X 10 4 0,6 0 

8 5 , 7 X 10 3 0,14 

16 5, 4 X 10 3 0,13 
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Tabela 3 - Número e porcentagem relativa de confdios sobre 

viventes da linhagem RJ em diferentes tempos de 

irradiação i luz ultravioleta. 

Tempo de Número de Porcentagem de 
irradiação sob reviventes sob reviventes 
(minutos) 

o 2,4 X 10
6 

100,00 

2 1,0 X 10 
4 

0,42 

4 3,3 X 10 
3 

0,14 

8 2 , 5 X 10 3 0,10 

16 2, O X 10
3 

0,08 
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Figura 3 - Curva de sobrevivência dos isolados E6, E9 e RJ 

de M. anisopZiae em diferentes tempos (minutos) 

de irradiação à luz ultravioleta. 
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dos conídios provocada pela radiação ultra-violeta da luz 

solar (CORREA & AZEVEDO, 1986). A possibilidade de se com 

birrar, em uma mesma linhagem, o caráter de maior resistência 

ã radiação, com outros relacionados à patogenicidade e maior 

viabilidade do fungo no ambiente, é promissor em termos de 

melhoramento genético. 

4.2. Mutantes morfolÕgicos obtidos 

Os mutantes morfolôgicos obtidos para as 

três linhagens estão sumarizados na Tabela 4. Estes 

mutantes  foram selecionados visualmente, escolhendo-se 

aqueles que apresentavam coloração diferente das linhagens 

selvagens e que ainda mantinha características de bom 

crescimento e produção de conídios. 

Estes mutantes para coloração podem ser agr� 

pados em duas classes, quais sejam: amarelo e violeta ou cin 

za. Na classe amarela, de maior ocorrência, observa-se uma 

var1açao na tonalidade da coloração, indo do amarelo bem 

forte até o amarelo quase verde; já na classe violeta ou 

cinza, observa-se uma maior uniformidade entre os mesmos.Es 

tas duas classes de mutantes morfolôgicos podem estar rela 

cionados à existência de duas possíveis vias biossintéticas 

(MAGOON & MESSING -AL-AIDROOS, 1986) envolvidas na produção 

do pigmento verde, característico da coloração selvagem. Uma 

destas vias, provavelmente com mais passos metabôlicos, esta- 
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Tabela 4 - Mutantes morfolÕgicos das linhagens E6 
1 

E9 e RJ 

obtidos atrav€s da irradiaçio com ultravioleta. 

Linhagem sel v� Morfologia da Denominaç io 

gem irradiada colônia do mutante 

E
6 

amare lo- forte E
6 

ytal 

E
6 

violeta cinza E
6 

V,ta 2 

E
6 

amarela verde ada E
6 

yla3 

E
6 

amarela verde ada E
6 

yta4 

E
6 

amare la com bordos verdes E
6

yla5 

E
6 

amarela com bordos verdes E
6

yla6 

E
6 

amare la verde ada E
6 

yla7 

E
g 

amarela forte E
g 

yta 1 

E
g 

amarela forte E
g 

yla2 

E
g 

violeta cinza E
g 

via 3 

E
g 

violeta cinza E
g 

via 4 

E
g 

violeta cinza E
g 

via 5 

RJ vi o 1 e ta cinza RJ vial 
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ria relacionada com os mutantes amarelos e a outra via, 

com menos passos metabólicos, relacionada com os mutantes 

violetas. 

4.3. Mutantes auxotr3ficos obtidos 

Os resultados da freqUência de obtenção dos 

mutantes auxotrÔficos, nos diversos tratamentos, para as di 

ferentes linhagens selvagens e mutantes, estão apresentados 

na Tabela 5. 

Os tipos de mutantes auxotrôficos obtidos e 

suas frequências, nos diversos tratamentos, estão sumariza­

dos na Tabela 6. 

O método de irradiação com UV e enriquecimen 

to por filtração (tratamento 2) foi o que apresentou melho 

res resultados. Observou-se uma freqtiência de 0,8 a 3,2% 

de mutantes. Comparando-se com o método de irradiação e 

isolamento total (tratamento 1), onde se obteve uma freqUêg 

eia média de 0,3% de mutantes, o aumento observado é de 

2,6 a 10,7 vezes. Esta mesma comparação 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 é praticamente a metade do obtido 

por SILVEIRA & AZEVEDO (1984), que obtiveram um aumento de 
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Tabela 5 - Freqtiência de obtenção de mutantes auxotrÕficos 

em M. anisopZiae nos diferentes tratamentos em 

diversas linhagens 

Linhagens 
Numero de Numero de Freqllência Trata 
colônias mutantes de mutantes 

mento utilizadas ensaiadas obtidos obtidos

1 
E6 260 o 0,00 
E9 234 1 0,0043 
RJ viaJ 156 1 0,0064 

650 2 0,0030 

E6 via2 512 5 0,010 
E6 yla4 496 4 0,008 
E6 yla7 307 7 0,023 
E9 ylaJ 339 6 0,018 
E9 yla2 238 5 0,020 
E9 me.;tJ 125 5 0,024 

2 RJ via 1 6 18 7 0,008 
E6 vja2 -Ü/26 257 4 O ,015 
E6 via2 ade.5 254 3 0,029 
E9 ylaJ me.:tJ 220 7 0,032 
E9 yla 1 le.u6 247 5 O ,020 
E9 ylo2 fu3 225 3 0,013 
RJ via 1 fu3 276 5 0,018 

4114 66 0,016 

RJ via 1 879 o 0,000 
3* E6 via 2 ade.5 pJta 1 495 o 0,000 

E9 ylaJ le.u6 J[j_bg 520 o 0,000 
1893 o 0,000 

4 RJ via J 208 o 0,000 

5 RJ 364 4 O ,011 

-J, No tratamento 3 também não se obteve mutante morfológico . 
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Tabela 6 - Frequência dos tipos de mutantes auxotróficos ob­

tidos nos diversos tratamentos. 

Tra tarnentos 

1 

2 

5 

Tipos de 

mutantes 

met 

met 
lis 
leu 
arg 
pro 
( cas. ) 

ade 

gua 

bio 
nic 
rib 
pir 
( vi t. ) 

(cas.) 
( vi t. ) 

N11mero de 
vezes  que

ocorre 

2 

15 
8 
5 

4 
2 
9 

43 

1 0  

1 

11 

2 
2 
1 
1 
6 

12 

66 

3 
1 

4 

Freqtiência 

1,00 

O, 22 
0,12 
0,07 
0,06 
0,03 
0,13 

0,65 

0,15 

0,01 

0,17 

0,03 
0,03 
0,01 
0,01 
Q,09 

0,18 

1,00 

O, 75 
1, 2 5 

1,00 

met - mutante deficiente na biossíntese de metionina; lis-li 
sina; leu - leucina; arg - arginina; pro - prolina; ade-=­

adenina; gua - guanina; bio - biatina; rib - riboflavina; 
pir - pirodoxina; (cas,) - mutantes deficiente na biossínte 
se de aminoácidos, cresce quando suplementado com caseina; 
(vit.) - vitaminas. 
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23 a 61 vezes. Do total de mutantes obtidos pelo método de 

enriquecimento, 65% são para deficiência na síntese de ami­

noácido, 18% para vitaminas e 17% para ácido nucléicos . Os 

tipos de mutantes mais frequentes foram para metionina(22%) 

seguido de adenina (15%) e lisina (12%). A maior frequên­

cia de mutantes para aminoácidos em métodos de enriquecime� 

to por filtração tem sido relacionada a um possível cresci 

mento dos mutantes para vitaminas utilizando traços desses 

elementos, por um processo de sintrofismo com os prototrófl 

cos ou pela lise espontânea das células (STRAUSS, 1958; 

S I L VE IRA & A Z E VE DO , 19 8 4 ) . 

A nao obtenção de mutantes a partir de  

colônias regeneradas de protoplastos pode ser devido ao 

fato de que a protoplastização não provoca alterações a 

nível de DNA ou estas estariam ocorrendo, porém 

inviabilizando o protoplasto, não permitindo a sua 

regeneração, ou então as alterações ocorrem em uma 

freqUência muito baixa, sendo masc� radas pela ocorrência 

de protoplastos com mais de um núcleo. 

Na Tabela 7 estão sumarizados todos os mutan 

tes obtidos, com ou sem marca morfológica e com dupla defi 

ciência auxotrÔfica. Algumas marcas não puderam ser carac 

terizadas quanto ao tipo de requisito nutricional, ou o 

faram apenas na diferenciação entre solução de vitaminas e 

caseína (aminoácidos). A obtenção de um bom número de 

mutantes é essencial nos estudos da parassexualidade 
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Tabela 7 - Total de mutantes obtidos , com d up la de fi ciência 

auxotrôfica 

N9 protocolar Linhagens 

* 

1 

2 
3 
4 
5 
6 
7 
8 
9 

11 

12 
13 
14 
15 
16 
17 
18 
19 
20 
21 
22 
23 
24 
25 
26 
27 
2 8 
29 

31 
32 
33 
34 
35 
36 
37 
38 

E6 vlo2 ade5 pho11 
E6 vlo2 ade5 met17 
E6 vlo2 ade5 met22 
E6 vlo 2 ade5 li.ó 'l 7 
E6 vlo2 ll.ó6 bio1 
E6 vlo2 ll.ó6 met5 
E6 vlo9 met9 bio9* 
E6 ylo8 pih8 ll.ó8* 
E6 vlo2 ade5 (vit 12)** 

E9 met1 li.ó 1 
E9 met1 li.ó 3 
E9 ylo1 met1 plh6 
E9 ylol met1 li.ó10 
E9 ylo 1 met1 nic.12 
E9 ylo1 met1 ahg13 
E9 ylo1 leu6 pho1 
E9 ylo1 leu6 met2 
E9 ylo1 leu6 hib8 
E9 ylo1 leu6 ade9 
E9 ylo1 li.ó3 ahg12 
E9 ylo2 li.ó3 met13 
E9 ylo2 li.ó3 met14 
E9 ylol met1 x2** 
E9 ylo1 metl x5** 
E9 ylo1 met1 x7** 
E9 ylo1 met1 x2** 
E9 ylo1 leu6 x3** 
E9 ylo1 leu6 x5** 

RJ vlo 1
RJ vlo 1 
RJ via 1
RJ vlo 1
RJ vlo 1 
RJ leu1 
RJ leu] 
RJ vlo 1 

li.ó 3 bio 2 
li.ó 3 met5 
li.ó 3 met17 
li.ó 3 ( vi t . 8 ) * * 
li.ó 3 ( cas. 15) * * 
li.ó 2 
( º t 31** Vl • 

met 1 (vi t 9) * * 

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

** Mutantes com a 2� marca auxotr6fica não carac terizada. 
vi t. = vitamina cas. = case1na 
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permitindo maiores opções de cruzamento entre linhagens com 

marcas complementares e também para facilitar os estudos de 

mapeamento de genes e de número de grupos de ligação. 

4.4. Obtenção, regeneração e citologia de protoplastos 

4.4. 1. Obtenção e regeneraçao 

Na Tabela 8 estão os resultados do número de 

protoplastos obtidos e a freqUência de regeneração nas dif� 

rentes linhagens, utilizando dois complexos enzimáticos  

diferentes para a obtenção dos protoplastos e dois 

estabilizadores osmóticos diferentes para a regeneração dos 

mesmos. 

O complexo enzimático (Z + M + C), quando uti 

lizado na linhagem E6, demonstrou ser inferior ao complexo 

(S + N), pois observou-se uma menor produção de protopla� 

tos e uma baixa regeneração. Esse mesmo complexo  

enzimático apresentou bons resultados na linhagem RJ, com 

boa produção de protoplastos (maior do que o complexo S +

N) e uma boa regeneração (porém menor do que a observada

no complexo (S + N). O complexo enzimático (S + N) 

apresentou, de uma maneira geral, bons resultados em todas 

as linhagens, com destaque de maior produção nas linhagens 

E9 e RJ. 
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Tabela 8 - Número de protoplastos obtidos e freqüência de re 

Linhagens 
Complexo Número de 

enzimãtico pro toplastos 

generaçào em diferentes linhagens de M. anisopZiae. 

FreqUência de 
RegeneraS:ão 

rnl KCl 0,7M Sacarose
0,6 M 

E6 z + M + e 1,6 106 
0,05 0,05 

E6 s + N 3,1 106 0,44 0,40 

E6 vio2 ade.5 pJI.o11 s + N 2,6 106 
O, 15 

E6 vio2 ade.5 p11.011 s + N 2,2 106 

E9 ijlo 1 le.u6 )(,{,b8 s + N 2,5 10 7 0,36 

E9 ijlo 1 le.u6 )(,{,b8 s + N 1,6 107 

RJ z + M + e 8,0 106 O, 10 0,35 

RJ s + N 6,0 106 0,46 

RJ vioJ s + N 6,0 106 
O, 12 

RJ vio 1 s + N 3,3 107 0,2 7 

Z =· Zirnoliase ( 1 rng/rnl) 

M= Macerozirn R - 10 (5 rng/rnl) 

e = Celulase Onozuka (20 rng/ml) 

s = Celulase Sturge (2,5 rng/rnl) 

N = Novoyrn (2,5 rng/rnl) 
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A freqtiencia de regeneração dos protoplastos 

foi bastante variada (de 0,05 a 0,44), com uma média de 

0,24 em KCl 0,7M e 0,26 em sacarose 0,6M. Parece estar ha 

de vendo uma relação do tipo "maior produção - maior taxa 

regeneração". O estabilizador osmótico com KCl O, 7M é o 

mais comumente utilizado; no entanto, a freqUencia de rege­

neração obtida por alguns autores não tem sido muito boa 

(SILVEIRA & AZEVE<DO, 19 8 7) • A utilização de sacarose 0,6M 

apresentou bons resultados de regeneração, sendo o seu in 

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

tando a distribuição dos protoplastos durante a semeadura. 

Diferenças na obtenção e regeneraçao de protQ 

plastos, entre as linhagens, podem refletir diferenças na 

constituição da parede celular das mesmas. A busca de no 

vos complexos enzimáticos, bem como de novos es tab ili zado 

res osmóticos poderá aprimorar a metodologia de obtenção e 

regeneração de protoplastos, tornando mais viável a fusão 

de protoplastos entre linhagens com características genétl 

cas distintas. 

4.4.2. Citologia dos protoplastos 

A análise citológica dos protoplastos foi re� 

lizada na linhagem RJ via], após 3 horas de digestão com as 

enzimas (S + N) em KCl O, 7M. Na Tabela 9 estão os resulta­

dos da distribuição da freqUencia de número de núcleos/pro-
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toplastos, onde se observa que a maioria dos protoplastos é 

uninucleada (71,4%), com 23,4% de binucleados a 5% de trinu 

cleados, ocorrendo também protoplastos com até 5 núcleos 

(0,2%). Observou-se também a ocorrência de protoplastos 

anucleados em uma freqliência da ordem de 10 a 20% do total. A 

Figura 4 traz os registros fotográficos realizados em fo 

tomicroscôpio, onde se observam diferentes aspectos da mor 

fologia dos protoplastos. Na foto 1, os protoplastos, sem 

fixação e coloração, apresentam uma variação de tamanho� na 

foto 2, protoplasto sendo liberado e fragmento de hifa (s� 

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

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

(seta 4.1) e um com núcleo e nucléolo bem visível (seta 

4.2); na foto 5, vários protoplastos uninucleados com nu 

cléolos visíveis (seta 5.1), um protoplasto bem maior em 

divisão nuclear (seta 5.2) e um em formato elipsoidal (pr� 

vavelmente) com restos de parede (seta 5.3); na foto 6, um 

protoplasto em divisão nuclear com "corpos cromatídicos" 

bem visíveis (seta). 

A coloração com Giemsa permitiu uma boa visua 

lização dos núcleos (coloração mais intensa) e também dos 

nucléolos (coloração menos intensa). O pequeno tamanho dos 

núcleos não permitiu uma identificação segura dos cromoss� 

mos, mas, em alguns casos, foram visualizados "corpos croma 

tídicos" (TANAKA et al., 1974) de núcleos em divisão, os 

quais podem ser os próprios cromossomos (TANAKA, Comunica 
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Tabe la 9 - Distribuiçâo da frequência de número de nGcleos/ 

Repetições 

I 

II 

III 

IV 

V 

TOTAL 

X 

protoplastos na linhagem de M. anisopliae RJ 

vÁ.,o 1. 

NÚme ro de núcleos/protoplastos 

1 2 3 4 5 

68 27 5 o o 

73 21 6 o o 

68 23 7 o 1

74 23 3 o o 

73 23 4 o o 

35 7 117 25 o 1 

71,4 23,4 5,0 o 0,2 
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Figura 4 - Protoplastos de M. anisopliae linhagem RJ vio7, 

aumento 1000 x, obtidos após 3 horas de digestão 

com enzimas Sturge + Novozym. Foto l - sem 

coloração; fotos 2 a 6, com fixação e coloração 

em Giemsa HCl (Merck). 
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Figura 4 - Protoplastos de M. anisopliae linhagem RJ vlo7, 

aumento 1000 x, obtidos após 3 horas de 

digestão com enzimas Sturge + Novozym. Foto 1 - 

sem coloração; fotos 2 a 6, com fixação e 

coloração em Giemsa HCl (Merck). 



65. 

çao pessoal) . O numero destes "corpos croma tídicos" é de 

quatro ou cinco, o que reforça a hipótese de que o numero 

de grupos de ligação em M. anisopZiae é pequeno (MESSIAS, 

1979), sendo provavelmente cinco (BERGERON & 

-AIDROOS, 1982).

MESSING-AL-

4.5. Teste de reversao 

Os mutantes com dupla deficiência auxotrófi 

ca das linhagens de E6 e E9, que apresentavam bom crescimen 

to e produção de conÍdios, foram ensaiados quanto rever 

sao espontânea de suas marcas, semeando-se nunca menos que 

106 conídios/placa em MM. Os resultados estão sumarizados

na Tabela 10, onde pode ser observado que nenhum mutante 

apresentou colônias revertentes nesta quantidade de COnl-

dias utilizados. A não reversão dos mutantes, nas condi 

çoes aqui empregadas, permite uma maior segurança na obten 

ção de diplóides e recombinantes a partir de altas concen 

trações de conídios (em torno de 106 ) do heterocário.

4.6. Obtenção de heterocários 

Na Tabela 11 estão os resultados da obtenção 

de heterocários nos diversos cruzamentos, onde se avaliou o 
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Tabela 10 - FreqUência de reversa.o espontânea dos mutantes 

com dupla deficiência auxotrôfica das linhagens 

de E6 e E9. 

Freq Uênci a de re 
N 9 protocolar Linhagens versão em 106 a 101

conídios 

1 E6 via2 ade5 p11.a 11 <l 

2 E6 via 2 ade5 metl7 <l 

3 E6 via 2 ade5 me.t22 <l 

4 E6 via 2 ade5 li1.i 2 7 <l 

9 E6 via2 ade5 pi11.12 <l 

6 E6 via2 li1.i6 met5 <l 

7 E6 via 9 met9 bia9 <l 

8 E6 yla 8 pi11.8 li1.i 8 <l 

11 E9 metJ li-0 J <l 

12 E9 me.tl li-0 3 <l 

15 E9 ylaJ me.tl bia12 <l 

17 E9 ylaJ leu6 p11.a 1 <l 

18 E9 ylal le.u6 me.t2 <l 

19 E9 yla 1 le.u6 Ju._ b g <l 

20 E9 tJ la J leu6 ade.9 <l 

22 E9 yla2 li-0 3 me.t13 <l 

'2 3 E9 yla2 li-0 3 me.tl 4 <l
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Tabela 11 - Coloração dos conídios e vigor dos heterocãrios 

obtidos em diversos cruzamentos entre mtltantes 

de E6, E9 e RJ com mar cas auxotróficas comple.Jre!!_ 

tares. 

Coloração dos 
conídios do Vigor do  

heterocário heterocãrio 

Linhagens 
utilizadas 

(N9 pro to-
e o lar) 

1 X 7 verde ++++ 

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 ++++ 

12 X 19 verde ++++ 

12 X 20 verde ++++ 

19 X 22 amare lo ++ 

20 X 22 amare 1 o ++ 

19 X 23 s. f.p.

20 X 23 

1 X 11 ++++ 

1 X 12 ++++ 

1 X 19 ++ 

1 X 20 ++ 

8 X 19 ++ 

8 X 20 

s. f. p.

verde

verde

violeta

violeta

amare lo

amare lo +++ 

1 X 31 s. f.p.

2 X 31 s. f .p.

3 X 31 s. f .p.

s. f. p. = sem formação de películas ++ = 

+ =

++++ = bastante vigor 
= 

pouco vigor 
mui to pOUCO vigor 
nao e res cimento 

+++ = média vigor 
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vigor de crescimento das películas e a coloração dos coní 

dios. Na maioria dos cruzamentos houve a complementação g� 

nica com bom vigor das películas e com a restauração da co 

loração verde selvagem dos conídios. Em dois cruzamentos 

de E9 x E9 (19 x 22 e 20 x 22), a coloração dos conídios se 

manteve amarela, o que pode significar que as marcas yfo1 

e yfo2 da linhagem E9 sejam alelas. Os cruzamentos 19 x 23 

e 20 x 23 não formaram películas, provavelmente devido a 

uma não complementação das marcas auxotrÕficas. Os cruza 

mentos entre E6 x E9 apresentaram uma boa complementação com 

relação às marcas auxotróficas mas nao com relação as mar 

cas de coloração, pois a coloração dos conídios do heterocá 

rio 1 x 19 e 1 x 20 (E6 vio x E9 yfo) era violeta e de 

8 x 19 e 8 x 20 (E6 yfo x E9 yfo) era amarelo. Embora po� 

cos cruzamentos fossem realizados, a não obtenção de heter� 

cirio entre E6 x RJ vem confirmar uma incompatibilidade de 

parede entre estas linhagens, já observada por SILVEIRA 

(1983), o que dificulta o cruzamento entre as mesmas pela 

técnica clássica utilizada no ciclo parassexual. 

4.7. Detecção da ocorrência de parameiose 

4.7. 1. Obtenção de passiveis diplÕides e recombinan 

tes haploides 

Na Tabela 12 estão sumarizados os cruzamen- 
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tos, bem como, os meios seletivos com diferentes suplement� 

ções, utilizados para a obtenção de possíveis diplÓides e 

recombinantes haplÔides. Os meios seletivos suplementados 

foram preparados de modo a possibilitar o crescimento de re 

combinantes auxotróficos com diferentes combinações de mar 

cas, sem, no entanto, permitir o crescimento das linhagens 

parentais auxotróficas. 

Os resultados da freqUência de obtenção de c� 

lônias nos. cruzamentos entre linhagens E6 x E6 estão sumari 

zados na Tabela 13. Observou-se uma variação na frequência 

-5 -4 � 
de 3,5 . 10 a 1 . 10 e tambem o crescimento confluente 

em dois cruzamentos. Não se detectou diferenças entre se 

meaduras em meios com ou sem suplementação, bem como entre 

conídios provenientes de heterocârio simples ou de pontas 

de hifas. Colônias obtidas nos diferentes meios seletivos, 

dos cruzamentos 1- x 8 e 2 x 8, foram purificadas e caracte­

rizadas com relação a morfologia e auxotrofia. Estes resul 

tados estão na Tabela 14. Confirmou-se a ocorrência de re 

combinantes prototróficos de coloração verde selvagem, ama­

rela e violeta em MM e em MM com suplementação, e também de 

recombinantes auxotróficos com coloração verde e amarela, 

bem como um recombinante (yfo ade) com a marca morfológica 

de um parental e a marca auxotrófica do outro parental. Os 

recombinantes auxotróficos sempre foram obtidos no meio su 

plementado que possibilitava o seu crescimento, (yfo pin em 

�™ + ade + piro e ylo ade também em MM + ade + piro), o 
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Tabela 12 - Cr uzamen tos r ealizados e tipos de meios seleti 

vos u tilizados na semead ura dos conídios para 

ob tençao de dipl8i des e r ecombinantes. 

Linhagens utilizadas 

Número Meio sel etivo 

pro toco lar 

E6 v-lo2 ade.5 p!to 1 1 MM; MM+ade+met; MMi-ade+bio; 
1 X 7 X 

E6 v-lo 9 me..t9 b,éo 9 MMi-pro+met; MM+pro+bio; MC 

E6 v-lo 2 ade.5 p!to 1 1 MM; MM+ade+piro; t,t,,�ade+lis; 
X 8 X 

E6 lj í..o 8 p-l11.8 ,f_,é,6 8 MM+pro+piro; MMi-pro+lis; MC 

E6 v-lo 2 ade.5 me..tJ 7 MM; MMi-ade+piro; MM+ade+lis; 
X 8 X 

E6 ljÍ..08 p-l11.8 í..1-6 8 MMt-met+pi ro ; MM+met+ lis ; MC 

E6 v-loJ ade.5 me..t2 2 
3 X 8 X MM; MC 

E6 ljÍ..O 8 p.,(,11.8 f,é,6 8 

E9 me..t 1 ,f_,é,6 1 i'vlM; MM+met; MM+ lis; MMi-leu; 
11 X 20 X i'vlM:l-ade; Mvl+met+ leu; MM+met+ade; 

E9 ljÍO 1 fe.u.6 Clde..9 i'vM+lis+leu; MM+lis+ade; M:: 

E9 me..t 1 Ü-63 MM; MMt-met; Mvl+ lis ; MM+ leu; 
12 X 20 X .Ml,1+ade; MM+met+ leu; Mvl+met+ade; 

E9 ljio1 f e.u.6 Clde..9 MM+lis+leu; Mvl+lis+ade; MC 

E6 v-lo 2 ade.5 p!to 1 1 MM; MM+ade; Mvl+ leu; 
1 X 20 X 

E6 !jlo1 f e. u.6 Clde..9 �lM+pro; i'vM+-pro+leu; MC 

E6 1jlo8 p-l11.8 l-l-6 8 MM; Mvl+piro+leu; MM+piro+ribo; 
8 X 19 X 

E9 ljio1 í..e.u.6 Jr,,é b 8 MM+lis+leu; MM+lis+ribo; M:: 

E6 ljÍ..08 p-l!t8 f-l-6 8 lvlM; MM+leu;MM+piro+leu;MM+piro+acb; 
8 X 20 X MM+lis+leu;MM+lis+ade;MM+piro+lis; 

E9 ljio1 ,e_ e. u.6 Clde..9 MM+leu+ade;MM+piro+lis+leu+ade;:M::: 
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que demonstra a validade de se utilizar estes tipos de meios 

seletivos para a obtenção dos mesmos. A ocorrência de re­

combinantes com marcas genéticas de parentais distintos, 

bem como recombinantes com marcas auxotróficas e coloração 

verde selvagem, descarta a possibilidade de reversão das 

marcas e confirma o processo de fusão nuclear seguido de ha 

ploidização. 

Na Tabela 15 estão os resultados da freqUê.!!

eia de colônias obtidas nos cruzamentos de E9 x E9. Em am 

bos os cruzamentos observou-se uma freqUência maior de colô 

nias (média de 1,1 . 10-3) nos meios com dupla suplement�

çao, uma frequência intermediária (média de 1,5 . 10-5) nos

meios com uma Única suplementação e uma freqUência menor(mi 

dia de 4,0 . 10-6) em MM sem suplementação. A maior fre

qUência de colÔnios nos meios com suplementações pode ser 

devido ao fato de que estes, al€m dos recombinantes prot� 

tróficos, permitem também o crescimento dos 

auxotrÓficos. 

recombinantes 

Na Tabela 16 estão os resultados da freqUê.!!

eia de obtenção de colônias nos cruzamentos entre as linha 

gens E6 x E9. Observou-se uma grande variação na freqUê�

eia entre os diversos cruzamentos, não se detectindo dife­

renças entre os meios com e sem suplementações. No cruzamen 

to 8 x 20, proveniente de pontas de hifas 1, observou-se um

crescimento confluente. Conídios deste mesmo cruzamento, 
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�

porem 
 

proveniente de pontas de hifas 2, foram semeados em 

concentrações mais diluídas, onde se observou urna alta fre 

qUência de obtenção de colônias (1 . 10-1). Colônias puri­

ficadas dos cruzamentos 1 x 20 e 8 x 20 foram caracterizadas 

com relação as suas marcas morfológicas e auxotróficas; es 

tes resultados estão na Tabela 17. No cruzamento 1 x 20 de 

tectou-se a ocorrência de recombinantes prot�tróficos de co 

loração verde selvagem em MM com suplementação (MM+ leu+pro), 

recombinantes prototróficos de coloração violeta em MM com 

e sem suplementações e também recombinantes auxotróficos 

(le.u) em MM suplementados contendo leucina (MM + leu e 

MM+ leu + pro). No cruzamento 8 x 20, onde se observou 

urna alta freqüência de colônias, detectou-se a ocorrência 

de recombinantes prototróficos de coloração verde e colora 

ção amarela, em todos os meios seletivos; inclusive em meio 

completo, e também recombinantes auxotróficos nos meios que 

continham a respectiva suplementação (yto a.de. em MM +lis + ade e 

ylo le.u em MM + leu e MM + piro + lis + leu + ade). A alta 

freqliência de recombinantes prototróficos verdes e amare 

los, bem como de recombinantes auxotróficos, sugere que ne! 

te cruzamento, ocorreu uma alta freqUência de fusão nuclear 

seguida de haploidização, pois caso se tratasse da emissão 

de um Único setor recombinante prototrófico no heterocârio, 

apenas este tipo de recombinante seria detectado. Nos cru 

zamentos 1 x 7 e 3 x 8, onde também se observou crescimento 

confluente, mas não se investigou as marcas genéticas das 
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col3nias obtidas, esta alta freqUência de fusão 

nuclear e  haploidização também poderia ter ocorrido. 

4.7.2. Analise genética dos recombinantes 

A análise genética, utilizando-se de recombi­

nantes obtidos em meios seletivos, para inferências sobre 

numero de grupos de ligação, bem como sobre o mapeamento 

de genes, é possível; muito embora esta análise seja mais 

complexa, havendo necessidade de se fazer uma abordagem mais 

qualitativa do que quantitativa. Pela análise das marcas 

genéticas dos recombinantes obtidos nos cruzamentos 1 x 8, 2 

x 8, 1 x 20 e 2 x 20, com confirmação por análise auxono 

gráfica, e caracterização da marca morfol6gica observa-se 

que não há evidências de ligação entre as marcas utilizadas. 

Considerando o fato de que o número de grupos de ligação em 

M. anisopliae é pequeno, sendo provavelmente 5 (BERGERON & 

MESSING-AL-AIDROOS, 1982) e que em todos os cruzamentos rea 

lizados se utilizaram parentais com 2 marcas auxotr6ficas e 

uma morfol6gica, num total de 6 marcas por cruzamento, pod� 

-se concluir que a maior parte dos recombinantes obtidos re-

sultou de eventos de permuta mit6tica. Maior número de 

eventos de permuta mit6�ica, deve ter ocorrido nos recombi 

nantes prototrÓficos selvagens obtidos em MM como meio sele 

tiva. Deve ser salientado que os recombinantes confirmados 

por análise auxonogrâfica foram apenas uma pequena amostra 



79. 

do total de recombinantes obtidos nos diferentes meios sele 

tivos. Para se proceder um estudo mais detalhado sobre gr� 

de ligação mapeamento de 
-

necessário pos e genes, e que, p� 

grande 
-

de recombinantes ob ra um mesmo cruzamento, um numero 

tidos nos diferentes meios seletivos, seja ca rac te ri zado 

com relação a sua marca morfológica e marcas auxotrÓficas. 

4.7.3. Analise da estabilidade e grau de 

dos recombinantes obtidos 

ploidia 

4.7.3. 1. Crescimento em meio contendo Benla­

te 

Na Tabela 18 estão sumarizados os resultados, 

com 5 e 10 dias de crescimento, de duas linhagens mutantes 

e um recombinante, em meio completo (MC) com diferentes con 

centrações de Benlate, onde se determinou as concentrações 

inibitórias de crescimento. Observa-se que a partir de 

0,8 µg/ml de meio, o crescimento começa a ser inibido, ha 

.vendo uma forte inibição em 2 µg/ml e uma inibição pratic� 

mente total em 4 µg/ml. Na Tabela 19 estão os resultados 

das características de crescimento das colônias de recombi­

nantes prototróficos ou "possíveis diplóides" em MC e em 

MC + Benlate (1 µg/ml de meio). Não se observou a emissão 

de setores por estas colônias, o que fortalece a hipótese 

dos mesmos serem recombinantes haplÓides e não diplóides. O 
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Tabela 18 - Medidas de crescimento em centímetro (diâmetro 

maior - diâmetro menor da colônia), das linha 

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

concentraçoes de Benlate em Meio Completo (MC). 

Concentração 
de Benlate 

L i n h a g e n s 

g/ml de meio 5 dias de crescimento 10 dias de crescimento 

0,0 
o,o 
0,0 

0,2 
0,2 
0,2 

0,4 
0,4 
0,4 

0,6 
0,6 
0,6 

0,8 
0,8 
0,8 

1 ,o
1,0 
1,0 

2,0 
2,0 
2,0 

4,0 
4,0 
4,0 

1 

13-12
13-12
13-12

12-11
12-11
12-11

13-12
13-12
13...,.12

13-12 
13-13
13-13

13-13
13-12
15-13

12-11
11-ll
11-11

12-11
12-12
12-11

5- 5
2- 2
4- 3

o- o

o- o

o- o

8 

20-20
19-19
20-19

19-18
20-20
20-19

19-19
20-19
21-21

20-20
21-20
19-19

20-20
19-19
19-18

18-18
· 18-18
18-17

17-17
17-16
16-16

4- 4
2- 2
3- 3

o- o

o- o

o- o

1 = E6 vio2 a.de.5 p!W 11

8 = E6 ylo8 pL't8 fu8 

1 X 8 

14-13
14-13
13-13

13-13
13-13
13-13

13-13
14-13
13-13

13-13
13-12
13-12

12-12
13-13
12-12

13-13
13-12
12-12

6- 5
6- 5
5- 5

o- o

o- o

o- o

1 

25-24
25-24
24-24

23-23
25""'.23
23-23

26-25
24-23
25-24

25-25
26-26
25-24

27-23
23-23
28-24

23-23
24-23
23-23

24-23
24-23
23-23

13-13
11-11
lú-15

o- o

3- 3
o- o

8

39-39
39-38
40-38

38-36
41-40
38-36

42-40
39-38
39-38

37-35
39-39
39-39

36-35
36-36
38-37

38-37
37-36
37-35

35-35
35-35
36-36

10- 9
11-10
11-11

o- o

4- 4
o- o

1 X 8 

23-23
23-22
23-22

23-22
23-22
24-23

24-24
24-23
23-22

21-20
21-21
23-22

20-20
22-22
20-20

23-23
21-20
23-23

15-15
16-15
17-16

o- o

2- 2
3- 3

1 x 8 = Recombinante prototrÕfi co de coloração amarela obtido no cru­
zamento 1 x 8. 
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teste de Benlate tem se mostrado muito eficaz na distinção 

entre linhagens haplÔides e diplóides (UPSHALL et al.,1976; 

BONATELLI Jr. et al., 1983). 

4.7.3.2. Determinação da quantidade de DNA e 

anãlise citolõgica dos conídios 

Na Tabela 20 estão sumarizados os resultados 

obtidos de absorbância em função da concentração de DNA, 

donde foi possível estabelecer uma equação da reta e obten­

ção da curva padrão (Figura 5). Os dados de absorbância das 

diversas linhagens e recombinantes, bem como da quantidade 

de DNA a partir da substituição na equação da reta, estão 

sumarizados na Tabela 21. As médias das quantidades de DNA 

das diversas linhagens e rec0mbinantes, obtidas nos dois ex 

perimentos - em conjunto com os resultados da freqUência 

de núcleos/conídios (Tabela 22), onde se observa que pra ti 

camente 100% dos conídios são uninucleados - apresentam in­

dícios de que não há diferenças com relação ao grau de ploi 

dia entre as mesmas, estando todas no estado haplóide. A de 

terminação da quantidade de DNA ê o método mais seguro para 

se diferenciar diferentes graus de ploidia em fungos 

TUYLL, 1977; JACKSON & HEALE, 1985). 

(VAN 

A ocorrência de diplÔides heterozigotos está 

veis, com posterior haploidização e surgimento de setores 

haplÔides, não foi detectada, o que difere dos resultados 
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Figura 5 - Curva padrão de Absorbância em função da concen­

tração de DNA. 
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Tabela 22 - Porcentagem de conídios uni e binucleados nas di 

ferentes linhagens e recombinantes - Contagem de 

400 conídios. 

Conídios (%) 
Linhagem 

uninucle adas binucle a dos 

E6 100,0 0,0 

E9 100,0 0,0 

RJ 100,0 0,0 

E6- 8 100,0 0,0 

E9-20 99,50 0,5 

D2 100,0 0,0 

D4 99, 75 0, 2 5 
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obtidos por outros autores (MESSIAS, 19 79; MESSIAS & AZEVEDO, 

1980; AL-AIDROOS, 1980). Esta diferença pode ser devido,em 

parte, ao método de amostragem utilizado para obtenção de 

colônias a serem caracterizadas quanto à auxotrofia e grau 

de ploidia, e também aos meios seletivos aqui empregados,os 

quais permitiam o crescimento de recombinantes haplóides 

que, por serem mais frequentes, podem ter mascarado a ocor 

rência de diplÓides estáveis. 

4.7.4. Possíveis aspectos evolutivos e significado 

biolõgico da parameiose 

A parameiose, como descrita inicialmente por 

BONATELLI JR. et al. (1983) deve estar ocorrendo também em 

M. anisopZiae. Duas perspectivas divergentes podem ser con 

sideradas com relação a este fenômeno: uma primeira, a de 

que a mesma não tem um significado biológico para os orga­

nismos que a apresentem, só ocorrendo em condições de mani­

pulação forçada para formação de diplóides os quais haploi­

dizariam rapidamente em função destes apresentarem um cres 

cimento desbalanceado e lento, enquanto os produtos origin� 

dos da não disjunção apresentam uma maior velocidade de 

crescimento (HAMLYN et al., 1985); uma segunda, a de que es 

te fenômeno teria sido o resultado de um processo evolutivo, 

com um significado biológico para os organismos que o apr� 

sentem. Dentro desta perspectiva evolutiva, duas possibill 
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dades teóricas serão especuladas: a da parameiose como um 

processo que surgiu apôs alguns grupos de fungos terem per­

dido a capacidade de reprodução sexuada e a parameiose corno 

um processo de meiose primitiva. 

Segundo THOMAS et al. (1983) nos fungos hete 

rotálicos ou dioécios (CASSELTON, 1985), com tipos sexuais 

diferentes, poderá ocorrer situações em que a reprodução as 

sexual favoreça apenas um "tipo sexual" em detrimento do ou 

tro; e se esta força seletiva se mantiver constante, por al 

gum tempo, poderá haver a extinção de um dos "tipos sexuais" 

e conseqUentemente levar ã perda da capacidade de reprod� 

ção sexual da classe sobrevivente. Deve ser salientado que 

esta competição entre os tipos sexuais ou "luta entre os se 

xos ", corno proposto por DAWKINS (1979), pode assumir urna si 

tuação especial nos fungos, em que reprodução sexuada e as 

sexuada podem coexistir em urna mesma ·espécie, aliada ã cap� 

cidade de produção de um grande número de propágulos veget� 

tivas em ciclos curtos. Esta poderia ser, portanto, urna po� 

sível explicação para a perda da reprodução sexuada nos fun 

gos imperfeitos, os quais passariam a contar com processos 

parassexuais para a recombinação do seu material genético. 

A parassexualidade, aL-L�a segundo THOMAS �t al. (1983), ap� 

sar de desempenhar um importante papel na manutenção da va 

riabilidade genética e na adaptação dos fungos imperfeitos, 

tem sido negligenciada nos recentes tratados sobre a evolu 

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

LEWIS (1985) lança a hipótese de escassez de 

nutrientes para explicar a manutenção dos estados haplôides 

em certos grupos de organismos, a despeitos das possíveis 

vantagens do estado diplÔide. Os organismos, vivendo num 

ambiente em que a fonte de nutrientes é escassa, sofreriam 

urna pressao seletiva para diminuição do tamanho do corpo, 

sendo que, para os organismos mais simples, isto refleteria 

em uma diminuição do tamanho celular, favorecendo a haploi 

dia; já para os organismos complexos multicelulares este 

efeito não seria sentido a nível de tamanho celular, pois 

estes tenderiam a diminuir o numero de células e também p� 

dem contar com sistemas mais elaborados para a obtenção de 

nutrientes, o que explicaria o estado de diploidia e poli 

ploidia neste grupo. Esta hipótese, segundo o autor, e ve­

rificada nas algas, onde há grande ocorrência de haploidia. 

Com relação aos fungos, por apresentarem uma maior diversi­

ficação com relação ao tipo e ã abundância de nutrientes,uma 

maior variação no grau de ploidia deveria ser verificado, 

sendo que maiores dados ecológicos sobre estes organismos 

são necessários, segundo o autor, para melhor relacionar o 

grau de ploidia com abundância ou escassez de alimento nes 

te grupo. 

Dentro deste contexto, poderia ser dito que 

nos fungos filamentosos, pelo seu tipo de crescimento em hi 
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fas, com possibilidade de heterocariose, o estado haplóide 

pode ser adaptativamente importante, pois, a diminuição do 

volume nuclear e celular proporcionaria uma relação superff 

cie/volume bem maior, aumentando a eficiência na absorção 

de nutrientes. Devido ao comportamento saprofítico da mai� 

ria destes organismos e a competitividade entre as diferen­

tes espécies, este fator de eficiência na absorção pode ter 

sido preponderante do ponto de vista de pressão seletiva. 

Conserando a possibilidade de perda total da capacidade de 

reprodução sexuada nos fungos filamentosos imperfeitos, p� 

lo processo de extinção 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, fusão nuclear, diploidização e haplo! 

dicação. Nos grupos submetidos à uma forte pressão seleti­

va para eficiência na absorção, a fase diplÓide pode ir se 

reduzindo gradualmente até um estágio de alta instabilidade 

com rápida haploidização e com possibilidades de permutas 

cromossômicas ou "crossing-over" mitótico, gerando recombi­

nantes haplóides. Desta forma, portanto, estes organismos 

passariam a contar com um sistema de amplificação de varia­

de 

do 

bilidade genética, simples e eficiente, com alto grau 

competitividade na obtenção de nutrientes e exploração 

ambiente. 

8 interessante observar que em Neurospora 

crassa� fungo heterotálico com ciclo sexual, não há a ocor- 
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rência de ciclo parassexual (ROPER, 1985), por sua vez em 

A. nidulans
., 

um fungo h omotâlico com ciclo sexual, hâ a 

ocorrência de ciclo parassexual (AZEVEDO, 1972), mas nao de 

parameiose. Jâ para A. nidulans e M. anisopliae 
., 

os quais 

não apresentam ciclo sexual, é onde está se observando a 

ocorrência de parameiose. 

A outra possibilidade teórica é a de ser, a 

parameiose, a manifestação de uma meiose primitiva, em que 

estruturas especializadas tais como ascos ou basídios ainda 

não haviam sido originadas. A parameiose, ao contrário da 

meiose, parece não apresentar o evento de duplicação do nu 

cleo 2n, o qual forma um núcleo 4n que apos 2 divisões se 

guidas origina 4 células com n cromossomos. A possibilida­

de de ocorrência desta duplicação não pode, no entanto, ser 

descartada, pois evidências indiretas dessa duplicação jâfoi 

detectada no processo parassexual (ROPER & PRITCHARD,1955), 

sendo interessante maiores investigações neste sentido. Re 

fletindo provavelmente o seu carater mais primitivo, a pa­

rameiose não 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. Virulência de linhagens selvagens e recombinantes 

de M. anisopliae em larvas de C. bimaculatas 

As taxas de mortalidade acumuladas, nos 49, 

79 e 12 9 dias após a aplicação do fungo estão sumarizados na 

Tabela 23. 

No 49 dia, o tratamento que apresentou maior 

taxa de mortalidade foi o E9 - 10 8 (linhagem E9 na concentr� 

ção de 10 8 conídios/ml) , embora não diferisse estatistica­

mente dos tratamentos (em ordem decrescente nas taxas de 

mortalidade): E6 - 10 8 , Composto 2 - 10 8 , E9 - 10 7 e Campos 

to 2 - 10 7 . Os demais tratamentos, com exceção de E6 - 10 7 e 

D2 - 10 3 
 

não diferiram estatisticamente da testemunha.

No 7 9 dia, o tratamento que apresentou maior 

taxa de mortalidade foi o E9 - 10 8, embora não diferisse es

tatisticamente dos tratamentos (em ordem decrescente nas ta 

xas de mortalidade): D2 - 10 8 , Composto 2 - 10
8
, E6 - 10 8 ,

8 8 7 
Composto 1 - 10 , D4 - 10 e Composto 2 - 10 . Os tratamen 

tos que apresentaram menores taxas de mortalidade, os quais 

nao diferiram estatisticamente da testemunha,foram os for­

mados pelas linhagens mutantes (E6 yto y.ú.Jt L[J.> e E9 yto te.u. 

ade.) em todas as concentrações (10 6, 10 7 e 10 8 conídios/ml),

6 6 6 6e os, Composto 2 - 10 , D2 - 10 , Composto 1 - 10 , D4 - 10 

e E6 - 10 6.

No 12 9 dia, os tratamentos que apresentaram 
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Tabela 23 - Taxas de mortalidade acumuladas de larvas de e.

bimaculatus nos 

ção do fungo. 

T r a t a m e n t o 

Linhagem Concentração 
(conÍdios /ml) 

Test. o 

E6 10
6 

E6 107 

E6 10
8 

E9 10
6 

E9 10
7 

E9 10
8 

E6 tjÍ..O 8 p.[Jr,8 fu 8 106 

E6 ljÍ..O 8 p.[J1.8 W 8 10 7 

E6 ljÍ..O 1 pct8 ,Ü,,!) 8 10
8 

E9 ljÍ..O 1 í..e.u6 ade.9 10
6 

E9 ljÍ..01 í..e.u6 ade.9 10
7 

E9 ljÍ..01 í..e.u6 ade.9 108 

D2 10
6 

D2 107 

D2 10
8 

D4 106 

D4 107 

D4 108 

Composto 1 106 

Composto 1 107 

Composto 1 10
8 

Composto 2 10
6 

Composto 2 107 

Composto 2 10
8 

* Taxas seguidas de pelo menos uma

49 79 129 dias 
,.. 

' e apos 

pe 
. ... 

o d r 1. o s

49 dia 

O,OlUca 

O ,184 abcde 

O ,313 bcdef 

0,646 fg 

O ,180 

0,388 

0,700 

0,060 

0,043 

0,060 

0,122 

O ,083 

0,042 

O, 125 

O, 143 

O ,313 

0,060 

O ,080 

O, 15 7 

O ,080 

O ,080 

0,200 

0,143 

0,360 

0,460 

abcde 

defg 

g 

ab 

ab 

ab 

abcd 

abc 

ab 

abcd 

abcde 

bcdef 

ab 

abc 

abcde 

abc 

abc 

abcde 

abcde 

cdefg 

efg 

79 dia 

0,063 a 

0,510 cdef 

0,583 defg 

0,938 h 

0,360 bcde 

0,612 efg 

0,980 h 

0,060 a 

0,174 abc 

0,200 abc 

O, 184 abc 

0,083 ab 

O, 104 ab 

0,250 abcd 

0,469 cdef 

O, 958 h 

0,140 ab 

0,620 efg 

O ,804 fgh 

O ,140 ab 

0,500 cdef 

o_, 860 gh 

0,343 abcde 

O, 740 fgh 

O ,940 h 

a aplic� 

129 dia 

0,095 a 

0,673 defg 

O ,66 7 defg 

0,979 hi 

0,520 cdef 

O, 796 efghi 

1,000 1. 

0,200 abc 

0,304 abc 

0,240 abc 

0,265 abc 

O, 16 7 ab 

O, 125 a 

0,479 bcde 

0,735 efgh 

0,979 hi 

0,360 abcd 

o, 720 efg 

0,902 ghi 

0,460 bcde 

0,820 fghi 

0,980 hi 

O ,429 abcde 

0,940 ghi 

1,000 1. 

letra na coluna não diferem entre si. 
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maiores taxas de mortalidade foram E9 - 10
8 

e Composto 2-10
8
,

os quais mataram todas as larvas, sendo que não diferiram 

estatisticamente dos tratamentos (em ordem decrescente nas 

taxas de mortalidade): Composto 1 - 108, E6 - 10
8
, D2 - 10

8
,

7 8 7 7 
Composto 2 - 10 , D4 - 10 , Composto 1 - 10 e E9 - 10 . Os 

tratamentos que apresentaram menores taxas de mortalidade1

os quais não diferiram estatisticamente da testemunha, foram 

os formados pelas linhagens mutantes em todas as concentra 

6 6 çoes e os, Composto 2 - 10 e D4 - 10 . 

Nas Tabelas 24, 25 e 26 estão sumarizados os 

resultados dos TL50, TL
90 e Taxas de Potência das diversas

linhagens, nas respectivas concentrações de 10
6
, 10 7 

e 10
8 

conídios/ml e nas Figuras 6 , 7 e 8 estão representadas as 

curvas de tempo mortal idade para os respectivos tratamentos. 

Na concentração de 10 6 conídios/ml, a linha- 

gem que apresentou maior virulência foi a E6 , com TL
50 e 

TL90 de 8,51 e 15,02 respectivamente, e uma Taxa de Potên 

eia de 132 7 U.P. Dentre os recombinantes, o que demonstrou 

maior virulência foi o D2, que no entanto, era menor do que 

os parentais selvagens. As linhagens mutantes apresentaram 

uma virulência muito baixa, em todas as concentrações, não 

estando representadas nas Figuras de tempº mortalidade. 

Na concentração de 10 7 
conídios/ml, a linha­

gem que apresentou maior virulência foi o Composto 2, com 

TL50 e TL
90 de 5,39 e 9,35 dias respectivamente, e uma taxa
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Tabela 24 - Tempo Letal (TL50), Tempo Letal (TL90) e Taxa de

Potência das diversas linhagens, na concentração 

de 10 6 conídios/ml, em larvas do Último instar

de C. bimaculatus.

Linhagem 

E 6

E9 

E 6 ylo8 piJr.8 Li.1.i 8 

E9 yloJ l e. u.6 ade.9

D2 

D4 

Campos to 1 

Campos to 2 

8,51 15, O 2 

11,29 20,91 

22,99 33,93 

20,6 1 38,12 

11,90 20,37 

23,82 

13 , 6 8 22,24 

13,8 6 24, 48 

Taxa de po­
tência (UP) 

1. 32 7

1. 000

491

548

949

7 6 8

82 5

814

14,70 
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Tabe 1 a 2 5 - Tempo Letal (TL 50) , Tempo Letal ( TL9 0) e Taxa de 

Potência das diversas linhagens, na concentração 

de 107 conídios/ml, em larvas do Último instar 

de C. bimacuZatus.

Linhagem 

7,21 

6,22 

15,35 

29,05 

8,02 

9,23 

7,65 

E6 

E9 

E6 ylo8 pir 8 ,f_,tJ.i 8 

E9 ylo1 le.u6 ade.9 

D2 

D4 

Campos to 1 

Campos to 2 5, 39 

16,11 

13,29 

24,78 

50,28 

13,38 

14,06 

11,92 

9,35 

Taxa de po­
tência (UP) 

86 3 

1. 000

405

214

7 76

6 74 

813

1. 154
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Tabela 26 - Tempo Letal (TL50), Tempo Letal (TL90) e Taxa de 

Potência das diversas linhagens, na concentração 

de 10 8 conÍdios/ml, em larvas do Último instar

de C. bimaculatus.

Linhagem TL50 TL
90 

Taxa de po-
tênci a (UP) 

E6 4,00 7,07 8 50 

E9 3,40 5,43 1. 000

E6 ylo8 pi11,8 Ü-6 g 17, 99 30,62 1 89

26,29 43,74 12 9

4,35  6,77 7 81

5,69 9,93 597

4, 87 7, 4 4 69 8

E9 ylo J  le.u6 ade. 9 

D2 

D4 

Campos to 1 

Campos to 2 4,47 6,27 761
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de Potência de 1.154 U.P. 

Na concentração de 10 8 conídios/ml, as linha 

gens mais virulentas foram a E9 e E6, com Taxas de Potência 

de 1000 e 850 U.P. respectivamente. O Composto 2, apesar de 

ter apresentado uma taxa de potência menor ( 761 U.P.), apr! 

sentou uma curva de taxa de mortalidade (Figura 8) com maior 

coeficiente angular, o que significa um aumento na   

virulên eia com o tempo. 

Em todos as concentrações a linhagem D4 (re­

combinante prototrófico amarelo) apresentou uma menor viru 

lência que os demais recombinantes o que demonstra um possi 

vel efeito pleiotrópico da c  oloração sobre a patogenicidade. 

A obtenção de recombinantes por processos p� 

rassexuais deve gerar, em sua maior parte, combinações infe 

riores aos parentais selvagens, havendo possibilidades de 

que apenas algumas poucas combinações sejam superiores. Es 

te fato se verificou estar ocorrendo nos recombinantes sim 

ples (D2 e D4) e mesmo no Composto 1, os quais apresentaram 

virulências menores que os parentais selvagens. A maior vi 

rulência observada no Composto 2, na concentração de 10 7 

conídios/ml, pode ser explicada pela ocorrência de recombi 

nantes superiores contidos neste composto. A menor virulên 

eia do Composto 2, com relação aos parentais selvagens, na 

concentração de 10 6 conídios/ml, pode ser devido ao fato que 

os conídios com boas combinações estavam em uma freqUência 
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muito baixa; e na concentração de 108 conídios/ml, pelo fa 

to de que um aumento da concentração nas linhagens selva­

gens, leva a um aumento proporcional na virulência pois to 

dos os conídios são homogêneos, enquanto que no composto o 

aumento na virulência não é proporcional, pois os conídios 

são heterogêneos, com possibilidades de apenas uma parte 

dos mesmos apresentar boas combinações genéticas para a p� 

togenicidade. 

As linhagens E6 e EO apesar de diferirem com 

relação ã alguns caracteres, são pouco divergentes genetic� 

mente (DE CONTI et al., 19 8 0; ROSATO et al., 19 8 1; MESSIAS 

et al., 19 8 3), sendo que ambas foram isoladas de Deois 

flavopicta� no Estado do Espírito Santo. A utilização de 

linhagens com características mais divergentes, provenieg 

tes de diferentes insetos hospedeiros, poderá gerar recombl 

nantes com maior amplitude de variabilidade genética. A utl 

lização de compostos, provenientes de recombinantes obtidos 

entre linhagens divergentes, aliado ã posteriores reisolameg 

tos do fungo do inseto, pode ser uma boa alternativa no me 

lhoramento genético de M. anisopliae e outros fungos entorna 

patogênicos. 

Um outro procedimento, para o melhoramento g� 

nético, que pode ser utilizado, nestas condições, é o méto­

do "sib selection" (AKINS & LAMBOWITZ, 19 8 5). Este método 

tem se mostrado valioso em experimentos de isolamento de um 
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determinado gene a partir de uma biblioteca genômica. A  

Pªrtir de um "pool" de plasmídios recombinantes contendo 

diferentes fragmentos de DNA, etapas sucessivas de 

transformação são realizadas, reduzindo progressivamente o 

número de plasmídios recombinantes, até se chegar a um 

Único 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 sucessiva� até se chegar a um único recombinante de 

maior virulência. 

4.9. Virulência de linhagens selvagens e recombinantes de 

M. anisopliae� em adultos de e. bimacuiatus

A virulência das linhagens selvagens e recom- 

birrantes em adultos foi muito pequena. Na Tabela 27 estão 

os resultados dos 1150 e TL90, na concentração de 108 coní- 

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

e 1190, mesmo assim o número de dias e bastante longo. 

QUINTELA (19 86) também observou que a virulência de B. 

bassiana em C. bimaculatus era muito pequena em adultos e 

boa em larvas. O controle desta praga, portanto, utilizan­

do fungos entomopatógenos, deve ser feita com o inseto na 

fase larval. 



Tabela 2 7 -  Tempo leta 1 (TL 5 o) , Tempo letal (TL9 0) das

versas linhagens, na concentraçao de 10 8

dios/ml, em adultos de C. bimaculatus.

Linhagem TLSO TL90

E6 19, 7 24,8 

E9 23,7 .3 5 , 4 

E6 tj._lo g pi11.8 lLs 8 >100,0

E9 yloJ f,_e,u6 ade 9 >100,0

D2 50,8

D4 29,l 

36, 7 Camposto 1 

Campos to 2 

>100,0

>100,0 

31,2 

2 2 , 3 

26,0 

22,5 33,7 

104. 

di 

coni 



5. CONCLUSOES

Dos resultados obtidos, as seguintes 

soes podem ser tiradas: 

105. 

conclu 

a - O método de irradiação e enriquecimento por filtração pe_E. 

mite aumentar a frequência de obtenção de mutantes,  

com parando-se com o método de isolamento total, com uma 

tendência em selecionar mutantes deficientes na síntese 

de aminoácidos. 

b - A obtenção e regeneraçao de protoplastos nao provoca al 

terações de DNA, que resultem na obtenção de mutantes. 

c - A obtenção de recombinantes haplóides no heterocário, em 

alta freqUência e com evidências de permuta mitótica, in 

dica a ocorrência da parameiose em M. anisopliae� pode� 

do ser este fenômeno um mecanismo natural de 

amplificação da variabilidade eenética em fungos 

filamentosos imperfeitos. 
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d - Linhagens com deficiência auxotrófica apresentam uma vi 

rulência muito baixa em larvas de e. bimaculatus, mas 

recombinantes prototróficos híbridos têm suas virulên 

cias restauradas, podendo ser superiores às linhagens p� 

rentais selvagens. 

e - A utilização de composto formados pela mistura de dife­

rentes recombinantes híbridos pode ser um eficiente méto 

do na obtenção de linhagens melhoradas para o controle 

biológico de insetos. 
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