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DIVERSIDADE BIOLOGICA EM

Metarhizium anisopliae (Metsch.) Sorokin

Autor: CLAUDIO COSTA

Orientador: Prof. Dr. JOAO LUCIO DE AZEVEDO

RESUMO

Numa tentativa de se ampliar o conheci-
mento da variabilidade natural existente em 10 limnhagens
selvagens do fungo entomopatogénico Metarhizium anisoplliae
estudou-se a resisténcia a luz ultra-violeta, a obtengao e
regeneragao de protoplastos segundo duas metodologias dife-
rentes, a produg3ao de exoenzimas, 0O padr3io eletroforético de
isoenzimas, O polimorfismo de fragmentos de restrigao
{RFLP), a ocorréncia da parameiose e o polimorfismo do DNA
mitocondrial. Construiu-se também um banco gendmico da 1li-
nhagem E&.

A analise do DNA mitocondrial mostrou ser uma
técnica importante como indicadora de polimorfismo genético
e a técnica de RFLP com marcagdao nao-radiativa de sondas,
mostra—-se propicia para laboratdrios que n3ao tenham facili-

dades de uso de radiocisdtopos.
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A paramelose, caracterizada pela obtengZo de
recombinantes hapléides no heterocario em alta fregli&gncia e
com evidéncias de permuta mitdtica estéd ocorrendo em Metar-—
hizium anisopliae e pode ser um mecanlismo natural de ampli-
ficagio da variabilidade genética em fungos filamentosos

imperfeitos.
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BIOLOGICAL DIVERSITY IN

Metarbizium anisopliae (Metsch.) Sorokin

Author: CLAUDIO COSTA

Adviser: Prof. Dr. JOAO LUCIO DE AZEVEDO

SUMMARY

The deuteromycete Metarhizium anisopliae has
been used in Brazil as a bioinsecticide. The present work
was carried out aiming at the study of the natural
variability occurring in 10 wild 1solates concerned to

their sensitivity to ultra-violet light, protoplasting and

protoplast regeneration, exoenzymes production, isozyme
electrophoretic pattern, restriction fragment length
polymorphism (RFLP), occurrence of parameiosis and

mltochondrial DNA polymosphism. A genomic library for the
strain E& was constructed as well. Mitochondrial DNA
restriction pattern analysis has shown to be a useful
approach to be explored, it provides an alternative aid for
filamentous fungi taxonomy. In addition, RFLP with non-
radiactive DNA probe labeling was shown as a potential tool

for DNA polymorphism detection and genetic maps
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construction, it is very useful for laboratories where no
radioisotopes facilities are available.

FParameiosis, identified by the product of
haploid recombinants in high frequency directly from hetero-
karyons, was shown to occur in Metarhizium anisopliase. It
might be understood as @& natural mechanism of genetic

variability amplification in imperfect filamentous fungi.



1. INTRODUGAO

Antes da interveng3o do Homem na natureza,
desmatando para abrir picadas e para plantar, o ndmero de
insetos dependia de sua capacidade de reprodugdio em relag3o
as condig8es naturais. Derrubando matas, o Homem modificou o
ambiente provocando um desequilibrio bioldgico do qual vem
sendo vitima (FRIGO, 1983).

Com o advento da agricultura, muitos 1insetos
se tornaram pragas. Com o aumento da populag3io do planeta, a
caréncia de alimento e a poluig3o ambiental originada do uso
de pesticidas quimicos tornaram—se problemas graves.

Ha mais de um século o fungo entomopatogénico
Metarhizium anisopliae (Metsch.) Sorokin & considerado um
bom agente controlador de insetos que causam danos & cultu-
ras agricolas de valor econ&dmico. Todavia, a utilizag3o do
fungo no controle biolégico esbarra numa série de difi-
culdades devido a sua complexidade de respostas em relag3o

ao meio ambiente.
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QG Metarhizium anisopliae apresenta grande
variabilidade podendo ser encontrado no solo ou parasitando
insetos. Sendo um fungo deuteromiceto, do ponto de vista
genético, o ciclo parassexual representa a dnica wvia de
estudos de recombinagio. Em consegii®éncia disto, ainda muito
pouco se conhece quanto & genética desse fungo.

A proposta deste trabalho ¢ de ampliar o
conhecimento da variabilidade natural em linhagens selvagens
de Metarhizium anisopliae, estudando—-se a resisténcia a luz
ultravioleta, obtengiZo e regeneragao de protoplastos, a
produgfo de exoenzimas, O padrao eletroforético de 1i1soenzi-
mas, o polimorfismo de fragmentos de restrigio (RFLP)}, a
ocorréncia da parameiose, o polimorfismo de DNA mitocondrial
e também da construgio de um banco gendmico que serviria para
futuras andlises comparativas de linhagens e seleg3o de

genes relevantes ao processo entomopatogénico.



2. REVISAQ DE LITERATURA

2.1. O fungo Metarhizium asnisopliae

0 fungo Metarhizium anisopliae € um deutero-
miceto pertencente a ordem Moniliales, familia Moniliaceae.
Fol descrito pela primeira vez, por Metschnikoff, na Rdssia,
em 1879, parasitando larvas de Anisopliae austriaca, sendo
ent3o classificado como Entomophthora anisopliae. ApSds  uma
série de proposigBes de diversos sindnimos, fol classificado
como Metarhizium anisopliae em 1883 por Sorokin (FRIGO,
19833 BAGALHI, 1987).

TULLOCH (197&6) revisou a taxonomia do género
Metarhizium e manteve duas espécies: Metarhizium flavoride
Sams (Rozsypal) e Metarhizium anisopliae (Metsch.) Sorokin,
sendo gue esta dltima apresenta duas variedades, & aniso-
pliae(também conhecida como minor), e a major. Segundo este
autor, a variedade anisopliae apresenta-se com conidios de
3,5 a 9,0 ym de comprimento (usualmente 3,0 a 8;0 pum), e a
variedade major com confdios de 9,0 a 18,0 um de comprimento

{usualmente de 10,0 a 14,0 um).



8 fungo apresenta—-se geralmente com confdios
uninucleados (TINLINE, ® 1971), com peguena proporg3ao de
binucleados (MESSIAS, 1979) ou mesmo multinucleados em
algumas linhagens (LUNA, 19835). Durante a germinagio o0s
nicleos se dividem e um migra para O tubo germinativo
enquanto o outro permanece no conidio (VEEN, 19673 ZACHARUK,
197Q}). Em conidios multinucleados, ocorrem mitoses
sucessivas a partir de um ndcleo, antes de migrarem para os
tubos germinativos, sendo que, nestes casos, tamb&m podem
ocorrer conidios septados com emiss3o de dois tubos germi-
nativos (LUNA, 19835). As hifas s3ao freqgientemente uninuclea-
das em seus segmentos hifais, podendo ocorrer também dois ou
mais niticleos, ou mesmo segmentos multinucleados em pontas de
hifas (LUNA, 1985). A ocorréncia de anastomoses entre hifas
bem como entre conidios parece ser comum, o gque facilita a
obteng3do de heterocarios (TINLINE & NOVIELLO, 1971; MESSIAS,
19793 BAGALHI, 1987).

Esse fungo apresenta crescimento &timo em
temperaturas entre 23¢ e 30°C (VILACORTA, 1978). E tolerante
a uma faixa de pH de 2,0 a 8,5, sendo que 6,9 é a melhor
condig3o para crescimento e esporulag3io (VEEN, 1968). Com
relag3d3o a fonte nutritiva €& um microrganismo pouco exigente,
desenvolvendo-se em diversos meios de cultura, utilizando
como fonte de carbono o amido, glicose, glicerina, levulose,

maltose, sacarose e gquitina (HUBER, 19583 LIHNELL, 1944), e



também apresenta um &timo desenvolvimento em meio minimo e
meio completo para Aspergillus nidulans (MESSIAS, 1979).

Dentre os diversos agentes causadores de
micose em insetos, o fungo Metarhizium anisopliae assume um
importante papel (BURGES, 1981). No Brasil, este fungo vem
sendo bastante utilizado nos ddltimos anos no controle
bioldédgico de insetos vulgarmente conhecidos como cigarri-
nhas, da ordem Homoptera, destacando-se Mahanarva posticata
para cana—de—agucar (GUAGLIUMI et zlii, 1974; AGQUINO et
alii, 1975), e Deois flavopicta e Zulia entreriana para as
pastagens (VEIGA, 1979; BAGALHI, 1987). Também tem sido
verificada a sua patogenicidade em outras importantes pragas
como a Diatraea saccharalis, broca—-da—-cana (ALVES et alii,
1984), ao "manhoso" (LORD, 1986), ao Hypothenemus hampei,
broca-do—-café (LECUONA et alii, 1986), a Ceratitis capitata
(GARCIA et alii, 1984) e outros (ALVES, 19846), bem como em
insetos de interesse médico como o Rhodnius proxilus e
outros vetores da doenga de chagas (SILVA & MESSIAS, 19863
BAGALHI, 1987).

Além do interesse no controle de pragas, o
fungo Metarhizium anisop]iae também wvem despertando inte-
resse com relag3io a produgfio de substancias farmacoldégicas
como antibidticos e imunomoduladores (ITO-KACAWA et alii,
1984; HINO et alii, 19853 KINO et alii, 1985; BAGALHI,

1987).
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Um grande ntmero de linhagens ou isolados,
provenientes de diversag fontes e varias regiSes do pais Jja
foi obtido e foram realizados estudos com relagio a uma
série de caracteristicas como crescimento e produgio de
esporos, produg3io de exoenzimas, patogenicidade, resisténcia
a agentes fisicos e quimicos, variabilidade eletroforética,
padrdes em cromatografia gasosa, onde se observaram grande
variabilidade natural na espécie (MESSIAS et alii, 1978;
HADDAD & MESSIAS, 197%9; DE CONTI et alii, 19803 VALE et
alii, 1980; ROSATO et alii, 1981; SANTOS & AZEVEDO, 1982;
CORREA, 1983; FRIGO, 1983; MATOS, 1983; MESSIAS et alii,
1983; AZEVEDO & MESSIAS, 1985; LUNA, 19853 SILVA, 1985;
FRIGO & AZEVEDO, 1986; BAGALHI, 19873 VALADARES, 198%9).

LUNA (19835) em um extensivo estudo de carac-
terizag3io citoldgica e morfolégica de linhagens selvagens,
mutantes e dipldides de M. anisopliae detectou variabilidade
genética entre essas linhagens. Duas delas (A4 e M95),
apresentaram uma grande divergéncia das demais, sendo
sugeridas como nova variedade ou mesmo uma nova espécie
dentro do género Metarhizium. Através de analises
citoldgicas, é autora propds a existéncia de &6 grupos de
ligag3io, podendo variar nas diferentes linhagens.

ALVES et alii (1984), empregaram um sistema
de anilise genética para separagio e agrupamento de isolados

de M. anisopliae, em que 16 caracteres foram analisados



através de taxonomia numérica, com ordenag3io dos componentes
principais. Observou-se ‘grande variabilidade natural entre
os i1solados e uma forte influéncia do hospedeiro de origem
na determina¢3io dos agrupamentos.

RIBA et alii (1986), fizeram um estudo de
caracterizag3o de 96 isolados de M. anisppliae provenientes
de varios insetos e de diversos paises sendo 33 da América
do Sul, principalmente do Brasil. Os caracteres, analisados
por analise fatorial, foram o tamanho de confidios, & pato-
genicidade do inseto Ostrinia nubilalis e padrdes
isoenzimiticos. Observou-se uma certa homogeneidade entre os
isolados de M. anisopliae var. major e uma grande heteroge-
neidade entre os isolados da var. anisopliae, havendo porém
uma certa uniformidade nos isolados do Brasil e de 1isolados
provenientes de insetos de familia Curculionidae. Detectou-
se também a ocorréncia de uma terceira variedade "inter-
mediaria", composta de isoclados com confidios de tamanhos
intermediarios, com um pequeno espectro de hospedeiros e
padrBes tipicos de iscenzimas, O©Os Qquais, segundo esses
autores, poderiam ter sido originados por processos de
hibridag3oc entre as linhagens de variedades maJjor com
linhagens da variedade anisopliae, através do ciclo paras-

sexual (BAGALHI, 1987).



2.2. A Genética de Metarhizium anisopliae

Antes da década de 70, estudar M. aniscopliae
do ponto de vista genético era inexeqiifivel. A impossibili-
dade, aparentemente, residia no fato de ser um fungo que n3o
apresenta ciclo sexual. Desde que o ciclo parassexual foi
assinalado em fungos, para os representantes do grupo dos
deuteromicetos como M. anisopliae, uma perspectiva de
serxualidade surgiu, representando assim a tnica alternativa
de variabilidade por recombinagio (AZEVEDO, 1972; 197463
LUNA, 1935; BAGALHI, 1987).

0 estudo genético desse fungo, praticamente
iniciou-se com TINLINE & NOVIELLO (1971), com a ocorréncia
de heterocarios, obtidos através de mutantes auxotréficos.

Estudos visando informag®es genéticas sobre
esse fungo, intensificaram—-se de modo que MESSIAS et alii
(1978) conseguiram mutantes em laboratédrio através do uso de
luz UV. GOKINO et alii (1978) obtiveram mutantes utilizando
irradiag®es gama. MESSIAS (1979) através da técnica de
parassexualidade conseguiu heterocarios e dipléides em
laboratério. Contudo, o assinalamento do ciclo parassexual
na literatura, para esse fungo, sé ocorreu em 1979, quando
MESSIAS (1979) o descreveu. 0Os resul tados foram relatados

quase que simultaneamente com os trabalhos de Al1-AIDROQOS
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(1980) no Canad4 e os de MESSIAS & AZEVEDO (1980) no Brasil
(LUNA, 1985).

RIBA et alii (1980) também conseguiram recom—
binantes mitéticos por hibridag3o de biotipos selvagens. LU-
GLI & MESSIAS (1982) obtiveram o «ciclo parassexual entre
linhagens diferentes. BERGERON & AL-AIDROS (1982) menciona-—
ram cinco possiveis grupos de ligag3o para a espécie.

Q0 emprego de agentes mutagénicos, em M.
anisopliae como luz ultravioleta, permitiu o 1isolamento de
mutantes morfoldgicos e auxotréficos (LUGLI & MESSIAS, 1981
LUNA et alii, 1983; ARAUJO et alii, 1983). Mutantes resis-—
tentesa UV também foram consequidos por (AZEVEDO et alii,
1981; MATOS, 1983). Mutantes com aumento de viruléncia (AL
AIDROS & ROBERTS, 19783 SILVA et alii, 1983; SILVA &
MESSIAS, 1984) e mutantes com produg3o de enzimas, também
foram isolados (AL-AIDROOS & SEIFRERT, 1980; ROSATO et alii,
1981; AZEVEDO et alii, 19833 LUGLI & MESSIAS, 1984; LUNA,
1985; BAGALHI, 1987; VALADARES, 1989).

Cruzamentos entre linhagens de M. anisopliae,
cuja incompatibilidade ocorra a nivel de parede, podem ser
conseguidos através de técnicas de fusio de protoplastos
(SILVEIRA, 1983; SILVEIRA et alii, 1983; SILVEIRA & AZEVEDO,
1984a) e técnica de "doador morto" recentemente introduzidas

por FRIGO (1983) e FRIGO & AZEVEDO (1984).
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SILVEIRA & AZEVEDO (1982; 1984b), 1introduzi-
ram a técnica de filtrag3lo e enriquecimento e conseguiram
aumentar o isolamento de mutantes de 6,13%4 em relag3lo as
fregii®ncias consegquidas pela técnica de isolamento total, e
resul tados semelhantes foram também obtidos por BAGALHI
(1987).

0 1isolamento de mutantes morfoldégicos e
auxotréficos € muito importante em M. anizopliae, por
permitir cruzamentos para obteng3io do ciclo parassexual e
posterior isolamento de dipléides e haploidizag3lo, ampliando
as possibilidades de se combinar, num genoma 4Unico, genes
potencialmente ativos, oriundos de linhagens parentais, com

alto poder de infestag3o e patogenicidade (LUNA, 19835}).

2.3. A parameiose em Metarhizium

0 termo parameiose foi proposto por BONATELI
Jr. et alii (1983) para designar um certo tipo de instabi-
lidade dos nucleos dipléides heterozigotos, que apresenta-
riam uma alta taxa de récombinagio e haploidiza¢3o nas hifas
heterocariéticas, semelhante ao que ocorreria no processo
meidtico. 0O fendmeno foil descrito analisando—-se cruzamentos
pelo ciclo parassexual de linhagens auxotréficas de Asper-—

gillus niger utilizadas na produg3io de 4acido citrico.
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Analisando-se diidmetros de conidios e o comportamento das
colénias em meio contendo Benlate, observaram que as
coldnias obtidas no heterocario eram dos tipos dipldides
heterozigotos para todas as marcas auxotréficas e  hetero-
zigotos para apenas alguns recombinantes hapléides e algumas
marcas auxotréficas. Segundo esses autores, a ocorréncia de
dipldides instaveis e estaveis em Aspergillus niger obser-—
vada por LHOAS (19467), CHANG & TERRY (1973) e DAS & ILCZUK
(1978), bem como a instabilidade observada em Penicillium
patulum por CALAM et alii (1973) e a alta instabilidade dos
dipléides de Cephalosporium acremonium observada por BAL &
HAMLYN (1982) podem ser interpretadas com base na para-
meliose.

Evidéncias da parameiose em outros fungos
filamentosos podem ser obserwvados nos trabalhos de HASTIE
(1964), TYPAS & HEALE (1977), TYPAS (1983), HASTIE & HEALE
(1984) e HAMLYN et alii (19895).

SILVEIRA & AZEVEDO (1987) wutilizando-se de
fus3io de protoplastos intra e interlinhagens com diferentes
marcas auxotréficas e morfolégicas observaram que os
produtos de fusio eram altamente instéveis, emitindo setores
recombinantes.

BAGALHI (1987) foi o primeiro autor a inter—
pretar a alta freqiiéncia de obtengio de recombinantes

hapléides no heterocario, com evidéncias de permuta mitd-
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tica, como sendo ocorr&ncia de parameiose em Metarhizium
anisopliae. Sugere também que este fendmeno possa ser um
mecanismo natural de amplificagio da variabilidade genética

em fungos imperfeitos.

2. 4. Caracterizag3o das linhagens

Em geral, a classificagio de fungos entomo-
patogénicos estid baseada em critérios morfoldgicos. Contudo,
conhecimentos adicionais da viruléncia e especificidade,
revelaram a necessidade de uma caracterizagio mais precisa.
Algumas informagdes foram dadas por um estudo mais espe-
cializado da conidiogénese (HAMMIL, 1972), observagdes
através da microscopia eletr&nica dos esporos (MATANMI &
tiBBY, 1973), e, algumas vezes por estudos fisioldégicos.
Porém, uma caracterizaglo correta das linhagens, requer
novas técnicas (FRIGO, 1983). Para tal, estudos compara-
tivos de caracterizagio de diferentes isolados através de
métodos eletroforéticos e imunoeletroforéticos (FARGUES et
alii, 1975; De CONTI et alii, 1980), tém-se mostrado muito
promissores no desenvolvimento de técnicas para o controle
de pragas, uma vez que alguns desses isolados mostram dife-
rentes patogenicidades. A produgido de enzimas extracelulares

também possibilita uma caracterizagio, JA& gque uma variagao
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quanto ao fndice enzimiatico ¢ wmostrado entre diferentes
isolados de Metarhizium aniscopliae desenvolvidos em meio
sélido e também de acordo com a fonte de nitrogé&nio utili-
zada (FRIGGO, 1983; VALADARES, 198%).

As técnicas moleculares tornaram—-se auxi-
liares imprescindiveis para ganhos no conhecimento da
biologia desse fungo.

Dentre as técnicas moleculares, a anidlise do
DNA mitocondrial e a anidlise de segmentos de restrig3io do
DNA como indicadoras de polimorfismo entre linhagens e a
transformagio como forma alternativa de recombinag3do s3o,

possivelmente, as de maior potencialidade.

2.8. O DNA HMitocondrial em fungos (mtDNAD

0 DNA de mitocéndrias em fungos vem sendo
utilizado de maneira eficiente como bom material para estudo
da fisiologia da a¢3o génica, como indicador do polimorfismo
intra e interespeci fico e como possivel veiculo de clonagem
de genes em microrganismos eucariotos.

Embora as informag@es codificadas pelos DNA
mitocondrias de outros metazoidrios sejam semelhantes as de
fungos filamentosos, entre eles had grande variag3io no
tamanho do genoma, refletido pelo conteddido de pares de

bases.
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Os menores genomas miltocondriais observados
s3Fo das leveduras Torulopsis (18,9 kb) e Saccharomyces
pombe (19 kb), que s3o ligeiramente maiores que o0 menor
genona animal encontrado que & de 16,5 kb.

Os maiores ge n omas mitocondrials encontrados
s30 os das plantas superiores (WARD et aliig 19813 LONS-
DALE, 1985), e dentre os fungos, até o momento, o maior
genona encontrado €& o do basidiomiceto Suillus grisellus com
121 kb (GROSSMAN & HUDSPETH, 1985). Na Tabela 1 encontram-se
os tamanhos de varios genomas mitocondrias de microrga-
nismos eucariotos.

Os DNA mitocondrias de diversos organismos
estudados e dentre eles o0os fungos filamentosos, apresen-
tam—-se mna forma circular. As exce¢gBes estZo entre os
protozoarios ciliados (GODDARD & CUMMINGS, 1975; GOLBACH et
alii, 1979; GROSSMAN & HUDSPETH, 1985), o fungo Physarum
polycephalum (KAWANA et alii, 1982) e a levedura Hansenula
mrakil (WESLOWSKI & FUKUHARQ, 1981).

0O grande aumento no tamanho de muitos genomas
mitocondrias além do necessar io para codificar suas fungBes
conhecidas leva a questionar a fun¢gio do DNA adicional.

Muitos genomas mitocondrias j& foram total-
mente ou quase totalmente sequenciados e observaram-—-se
poucas ORF (Open Reading Frames).

Em alguns casos descritos, de 50 a 80% dos
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DNA mitocondriais de fungos n3io apresentam sequencias codi-
ficadoras. A grande variagio no tamanho do genoma mito-
condrial de organismos correlacionados leva a crer que
muitas sequéncias n3o codificadoras sejam eliminadas e que
permanegam somente as sequéncias necessarias para codificar
as principails fungdes mitocondriais. Pode—se observar gue no
género Saccharomyces, a S. cerevisiae tem 72-78 kb enquanto
S. oxigrens tem 23,7 kb (CLARK-WALKER et alii, 1983).

GROSSMAN & HUDSPETH (1985), trabalhando com
diversos basidiomicetos, observaram que o mtDNA de Coprinus
cinereus tem 43 kb enquanto gque £. stercorarius tem 91 kb.

Pequenas inser¢gdes e dele¢g@es s3ao comuns nos
genomas mitocondriais e d3o origem & variaglo que pode ser
analisada através da técnica de RFLP (Restriction Fragment
Lenght Polimorphism) (ECONOMOU et alii, 1987).

ECONOMOU et alii (1987), trabalhando com
genomas mitocondriais do basidiomiceto Coprinus cinereus
observaram que nas linhagens H e J haviam inserg@es alter-—
nativas de pequenos pedagos de DNA de 1,23 kb. Usando o gene
da citocromo oxidase 1 (co-1), de WNeurospora crassa cCcoOmo
sonda, mostraram qu a inserg3o "J" estava localizada dentro
do gene co-1 de Coprinus e que a inserg3o "H" estava a 2 kb
de distadncia. As inser¢gdes mostraram heranga ao acaso. A
recombinag3io entre os genomas "J" e "H" foili detectada usando

as mutagdes acu-—-10, que causa defeitos no citocromo
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oxidase, e cap-1 que confere resisténcia ao cloranfenicol.
Recombinantes para esses dois genes mostraram a presenga de
ambas insergdes no DNA. Consideraram que essas mutagdes
se localizam no gene que codifica RNA ribossémico e que
embora as insergdes tenham tamanho e comportamento simila-
res, n3o apresentam grandes seqii®ncias em comum de homo-
logia.

0 DNA mitocondrial & amplamente wutilizado
como indicador de polimorfismo em diversas espécies biold-
gicas.

GROGT et alii (1975), analisaram as sequen-
cias de homologias de DNAs. nucleares e mitocondriais de
quatro diferentes leveduras e observaram gue havia em média
10% de homologia para ambos DNA e que eram consideradas como
sequéncias homélogas de genes ribossédmicos. Através de
hibridag®des entre DNA e rRNA observaram que tanto nos
genomas nucleares quanto nos mitocondriais, os genes
rribossomais foram conservados durante a evolug3o.

CUMMINGS et alii (1979a,b), estudaram o mtDNA
do fungo Podospora anserina através de cortes com enzimas de
restrigio em quatro linhagens - s, A, T e E. iépés digest3o
com EcoRI observaram que as quatro linhagens apresentavam
padrdes especificos de corte e que as linhagens s e A dife-
riam entre si em somente um fragmento. De maneira semelhante

difeririam entre si por somente dois fragmentos apds trata-
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mento com a endonuclease Haelll. Observaram també&m que as
propriedades de mtDNA de culturas senescentes diferiam sig-
nificativamente dos tipos selvagens ou de mutantes co-—
muns.

EARL et alii (1981), estudaram a alta fre-—
quéncia de transferéncia das sequéncias especi ficas de mtDNA
entre membros do género Aspergillus. Através de mapeamento
do genoma com enzimas de restrigdo e andlise em microscopia
eletrédnica observaram gque as diferengas em tamanho se deviam
principalmente a inser¢®es de sequéncias de DNA. Com exceg3io
de algumas espécies, o0s sitios de restrigiao especificos
foram idénticos para Aspergillus nidulans e A. nidulans var.
echinulatus. Através de fusxo de protoplastos entre as duas
espécies apresentando marcas no mtDNA obtiveram recombi-
nantes para essas marcas. Mostraram também através de
padrdes de restrigio a transferéncia de 3 sequéncias de
inser¢3o de A. nidulans.

COLLINS & LAMBOWITZ (1983), analisaram as
variagdes estruturais e a presenga de introns opcionals no
DNA de linhagens de WNeurospora 1soladas da natureza e
observaram que havia grande diversidade estrutural tanto
intra quanto interespecifica. Essas diferengas foram devidas
as sequéncias de inserg3io préximas das regides codifica-—
doras de tRNA e rRNA. A an&lise através do padrao de res-—

trig3ao levou os autores a considerar que tais sequéncias
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sejam instrons opcionais no gene que codifica a subunidade 1
da citocromo oxidase.

McARTHUR & CLARK-WALKER (1983), observaram
através do padrZo de restrigio polimorfismo em leveduras do
género Dekkera / Brettanomyces. As diferengas no mdDNA
também foram devidas as inser¢gdes e delegBes principalmente
em sequéncias génicas.

WY et alii (1983), também estudaram o poli-
mor fismo do mtDNA de foprinus cinereus observando através
dos padrdes de restrigio a presenga de inserg¢gdes e delegdes
no genoma.

AHNE et alii (1984), estudaram o genoma
mitocondrial de Schizossccharomyces pombe observando que os
mutantes que produziam linhagens com deficiéncia respira-—
téria apresentavam deleg@es nas sequéncias génicas que
codificam as enzimas envolvidas no processo. Através do
padrao de restrigzo identificaram 22 mutantes por deleg3o,
principalmente localizadas no gene que codifica a subunida-
de I do citocromo oxidase.

HINTZ et alii (1985), estudaram também hete-—
rogeneidade relativa a mtDNA em diferentes espécies de
basidiomicetos do género Agaricus.

BROWN et alii (1984), sequenciaram trechos do

DNA mitocondrial de Aspergillus nidulans e encontraram uma
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determinada sequ&ncia que poderi codificar uma segunda forma
de subunidade 9 da ATPase.

WEBER et alii (1984), através de padr@es de
restrig@es de 2 espécies de fungos do g&nero Coprinus,
compararam seu grau de parentesco evolucionario através de
mudangas moleculares ocorridas desde que divergiram de um
ancestral comum. Observaram gque o mtDNA de (. stercorarius
apresentava 91,1 Kb e que era em média duas vezes malior gue
o de C. cinereus gque tinha 43,3 Kb. O padr3io de restrig3o
mostrou que ambos DNARs eram circulares porém n3Io apresen—
taram homologias muito evidentes. 0 genoma mitocondrial de
C. stercorarius apresenta uma regi3io homdloga a uma sonda
construfida a partir do gene varl de levedura enquanto seu
DNA nuclear n3o. Em C. cinereus acontece o fendmeno exata-—
mente oposto, isto &€, ha homologia entre DNA nuclear e sonda
e n3o com o mtDNA.

Os trabalhos de diferentes pesquisadores com
diferentes microrganismos eucariotos mostrou que a analise
do padr3ao de restrig3o de mtDNA é um parametro muito

adequado para estudos de polimorfismo genético.
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2.8, O polimorfismo através de fragmentos de restrigio

CRFLP - Restriction Fragment Lenght Polymorphisnd

0 desenvolvimento do uso de endonucleases de

restrigZo para mapear segiiéncias genéticas deu origem 2
técnica designada como RFLP (Restriction Fragment Lenght
Polymrophism). Tornou—-se uma técnica de alto potencial de
uso como indicadora de polimorfismo genético wutilizada na
detecgio de alelos mutantes gue d3io origem as doengas
hereditarias em humanos, e como ferramenta bAsica em estudos
de taxonomia, evolugio e mesmo como auxiliar em programas de
melhoramento genético (BURR et alii, 1983}).

A técnica da RFLP utiliza seqgiiéncias clonadas
de regiBies do genoma, que podem ser especificas ou n3o,
como sondas indicadoras de polimorfismo a nivel de DNA.

De maneira geral a técnica se utiliza da
seguinte seqii&éncia de passos: extragio do DNA seguida de
digest3o por endonucleases de restrig3io, preparo das sondas
e an&lise dos resultados entre hibridizagBes das sondas com
DNA em teste.

Em microrganismos a RFLP tem sido mais uti-
lizada como indicadora de polimorfismo entre linhagens como
mostram os trabalhos de ALAN et alii (1987), BEVERY et alii
(1987), CASTLE et alii (1987), MAGEE et alii (1987), MANI-
CON et alii (1987), PAIETTA et alii (1987) e RAEDER & BRODA

(1984).
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Tabela 1. Diferentes tamanhos de genomas mitscondriais em fun
gos (adaptado de GROSSMAN & HUDSPETH, 1985).

Tamanho do
genoma

Taxonomia mitocondrial Referencias
Mixomicetes

Physarium polycephalum 69 Kawano et alii (1982)
Oomycetes

Achlya 49,8-50,7 Hudspeth et alii (1983)

Boyd et alii (1984)
Phytophthona infestans 36,2 Klimezak e Prell (1984)
Pythium ut&imum 57 Grossman e Hudspeth (1985)
Saprolegnia sp 44,5 Clark-Walker e Gleason
1973

Saprolegnia ferax 46,5 Grogsman)e Hudspeth (1985)
Zygomycetes

Phycomyces blLakesleaanus 25,6 Grossman e Hudspeth (1985)
Ascomycetes

Aspergillus nidulans 31,5 Stepien et alii (1978)
Brettanomyces custernsii 108 Clark-Walker et alii (1981)
Cephalosporium acrenomium 27 Minuth et alii (1982)
Claviceps purpurea 45 Tudzynski et alii (1983)
Cochliobolus heterostrophus 115 Garber e Yoder (1985)
Neunospora crassa 60 Bernard et alii (1976)
Podospora anserina 94 Cummings et alii (1979)
Pendicillium chrysogenum 48,3-40,2 Saunders et alii §1984)
Leveduras

Hansenula mrakdid 55 Weslowski e Fukuhara (1981)
Hansenuwla petensonid 42 Falcone (1984)

Kloeckenra agricana 27,1 Clark-Walker et alii (1981)
KLuyveromyces Lactis 37 %root)e Van Harten-Loosbroek

1980

Saccharomyces cerevisiae 67-78 Sanders et alii (1977)
Saccharomyces exiguus 23,7 Clark-Walker et alii (1983)
Saccharomyces (Yarrowda) 44-48 Kock et alii (1980)
Upolytica Weslowski et alii (1981)
Schizosaccharomyces pombe 19 Del Giudice et alii (1981)
Torulopsis glabata 18,9 Clark-Walker et alii (1981)
Basidiomycetes

Coprinus cineneus 43 Grossman e Hudspeth (1985)
Coprinus sterncorarius 91 Grossman e Hudspeth (1985)
Schizophyllum commune 50,3-52,2 Specht et alii (1983)
Swillus grisellus 121 Grossman e Hudspeth (1985)

Ustilago cynodontis 76,5 . Mery-Drugeon et alii (1981)
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Linhagens utilizadas

3.1.1. Linhagens de Metarhizium anisopliae

As linhagens de Metarhizium anisoplise utili-
zadas neste trabalho pertencem & colegio do Setor de
Genética de Microrganismos do Instituto de Genética da
Escola Superior de Agricultura "Luiz de Q@Queiroz", da Uni-
versidade de S3o Paulo, e est3o relacionadas a seguir.

As linhagens mmutantes E&6-7 e E&6-8 foram
obtidas por SILVEIRA (1983). As linhagens E6-1, E6-5, E9-12,
E9-19, E9-20, E9-23, RJ-31 e RJI-37 foram obtidas por BAGALHI
(1987} .

As linhagens PL48, PL143, 255, 259, 8466 e 959
foram gentilmente cedidas pelo Dr. Sérgio Batista Alves do

Departamento de Entomologia da ESALG-USP,
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Linhagem Fendtipok

AL prototréfica

ALY prototréoéfica

AL prototrafica

E& prototréofica

(= prototrdéfica

M prototréofica

M5 prototréfica

MT prototréfica
Majar prototréfica

RJ protetr&dfica

PL4g prototréfica
PL143 prototroficsa
PL23S prototréfica

PL 866 prototréfica

P 959 prototréoéfica

£6—1 E6 vio?l adeS proil
E6-5 E6 vioc? lisé biot
E&-7 E6 bia? met? bia%
E6-8 E6 ylo8 pir8 1is8
E9-12 E? metl 1is3
E?-19 E9 ylol leus rib8
EF-20 E? ylol leué ade9
E9-23 E? ylo2 1is3 metid
RI-31 RJ viol 1is3 bio?2
R3A-37 RJI leul (vit3)%X

¥ ade, bio, leu, lis, met, pir, rib designam respectiva-
mente requisitos nutricionais para adenina, biotina,
leucina, lisina, metionina, piridoxina e riboflavina.

vio, yvlo se referem & colorag®o dos mutantes violeta e
amarela em contraste ao verde gqgue é a colorag¥o dos
prototroéficos.

X mutante tom a 2a. marca auxotréfica que & uma vitamina
n3o caracterizada.
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3.1.2. Linhagens de bactérias

As linhagens de E£scherichia coli HB 101 e E.
coll 3 K bem como seus plasmidios foram gentilmente cedidos
pelo Dr. Spartaco Stolfi Filho do tLaboratdédrio de Biologia
Molecular do Departamento de Biologia Celular da Universi-

dade de Brasilia.

3.2. Meios de cultura e solugBes utilizadas

3.2.1. Meio minimo (PONTECORVO et alii, 1953)

NAGNOS tveveveeerenennnnes 6,0 g
KH2PO4 .cvccvececcccencns 1,5 g
KCl ..... ces e e e 0,3 g
MgSO¢.7H20 .............. 0,5 g
FEeSO4 .v..vvsnvescsssvanna 0,001 g
INS04 ...t esnssesnenss 0,001 g
GlicOoSEe .vececerccnccecess 10,0 g
AQar .iciirvcrrrrsnnnnnes 15,0 g
H20 destilada ...ccvevee. 1000 ml

0 pH foi ajustado para 6,8 com NaOH 4%.
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3.2.2. Meio completo (PONTECORVO et alii, 1953,

modificado por ARZEVEDO & COSTA, 1973)

Ao meio minimo acrescentaram-—se:

Extrato de levedura ........ . 0,5 g
Peptona .......cccveceeeee-n 2,0 g
Caseina hidrolisada ....... . 1,5 g
Solug3o de vitaminas ....... 1,5 mil

0 pH foi ajustado para 6,8 com NaQH 47%.

3.2.3. Meio completo liguido (PONTECORVO et alii,

1953, modificado por AZEVEDO & COSTA, 1973)

Preparado segundo o ftem 3.2.2., n3o sendo

adicionado &gar.

3.2.4. Meio minimo mais 4% de meio completo

Ao meio minimo liquido foram acrescentados 4%
de meio completo liquido e distribuidos 2,5 ml em tubos de
ensaio, 0s quais foram autoclavados e mantidos em refrige-—

rador.
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B.2:.5. Meio minimo mais KCl1 (MMKC1)D

Preparado segundo ftem 3.2.1, adicionando-se
80C ml de Agua destilada. Pesou-se 44,73 g de KC1 e adi-
cionou-se aos 200 ml]l restantes. Autoclavaram—-se separadamen-—

te e foram misturados no momento de uso.

2.2.6., Meio completo mais KC1 (HCKC1)

Preparado segundo o item 3.2.2, adicionando-
se 800 ml de &gua destilada. PResou-se 44,73 g de KCl1 e
adicionou—-se aos 200 ml restantes. Autoclavaram—se separada-

mente e foram misturados no momento de uso.

22.7, Meio completo liguido para crescimento

de micélio

Preparado segundo o item 3.2.2, aumentando-

se a gquantidade de glicose para 30 g/l.

3.2.8. Meio de manipueira

Manipueira {(efluente de inddgstria
de mandioca) «c.cesee 100 ml
Agua destilada ......... ce s . 100 ml

Agar comum ..... esseec e ceeens . 4 g



3. 2. g.

3.2.10.
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Meio completo LB (LURIA-BERTANIJ para

bactérias (MANIATIS et alii, 1982)

Triptona

Extrato de levedura

NaCl . ...ceveewcses

o e & 5 &

®

A e

e e r o e

15,0 g

0O pH foi ajustado para 7,35 com NaOH.

Meio completo LB liquido

Preparado segundo o

adicionado agar.

3.2.11%1.

i tem

3.2.9,

Meio SOB para bactérias (HANAHAN,

Bacto triptona

Extrato de levedura

NaCl
KCl .
MgClz

MgSOs

-

=

»

. s o &

n3o sendo

1986)
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3.2.12. Heio SOC para bactérias (HANAHAN, 1986)

Prepara-se como no item 3.2.11, adicionando-

se 20 mM de glucose.

3.2.13. HMeio SOB sélido para bactérias

Ao meio preparado como no ftem 3.2.11%1, adi-—

ciona-se 1,5% de agar.

2.2.14, Solug3o de vitaminas

Acido nicotfnico .......c.cc0.. 100,0 mg
Acido p-aminobenzéico ....cc0e.. 10,0 mg
Aneurina (tiamina} ..ccceverceess 50,0 mg
Biotinad .ccceccecccecccccccccnns 0,2 mg

Colinad ....veeeeereceenencooces 2000,0 mg

PiridoXinad .cceeeceeceecses cee e 50,0 mg
Riboflavina ...cecvevecscccccces 100,0 mg
Agua destilada esterilizada ... 100,0 mg

A solugZo foi parcialmente esterilizada em
banho—maria por 135 minutos e guardada no refrigerador a 4°C

em frasco escuro sob cloroférmio.
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3.2.18. Solugfo de a&cido nucleico de leveduras

Acido nucleico de leveduras: 2g em 15 ml
de HC1 1 N
Acido nucleico de leveduras: 2g em 13 ml

de NaOH 1 N

Ambas as solugdes foram agquecidas a 100<C por
20 minutos, misturadas e o pH foi ajustado para 6,0 com NaQH
4%.. Filtru-se e completou-se o volume para 40 ml sendo a

segultr conservada no refrigerador a 4°¢C sob clorofdrmio.

3.2.16. Solug3io de Tween (0, 130

Adicionou-se tween 80 & Agua destilada a uma
concentrag®o de 0,1% (v/v). A seguir, distribuindo-se em

tubos (2,35 ml por tubo).

3.2.17. Solug3io Salina

Preparou—-se uma solu¢gZio de cloreto de sédio a
0,89% dissolvendo-se o sal em &gua destilada. A solug3o foi

colocada em frascos (9 ml por frasco).
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3.2.18. Solug3io de KC1l 0,7 M em tamp3io fosfato

0,2 M pH 5,8

Solug3o A

NaHzPO4 ....cececscccroannoesn 62,4 g
Agua destilada .ccevscecrrnsess 1000,0 ml
Solug3xo B

NazHPOs . .n.vcuvronensacvaans . 28,39 g
Agua destilada ..ccevecesecene 1000,0 ml

Dissolver 892,46 g de KC1 em 500 ml da solug3o
B. Adicionar, aos poucos, a solugdo A & mistura KC1 +
solug3io B até que o pH atinja 5,8. Observar o quanto de
solugdo A foil acrescentada. Preparar 2 1litros da mistura
final adicionando—-se quantidades suficientes de solugBes A e

B na propor¢g3o definida.

3.2.18. Tamp3ao McILVAINE pH 5,8

Solug3o de acido citrico .... 21g em 1000ml
de Hz0 destilada

Solugao de NazHPO4.H20 ...... 32g em 1000ml
de H20 destilada

Misturou-se 184,25 ml da solugidao de Acido

citrico e 315,75 ml da solugZo de NazHPOs.H20.



3.2.20. Solugfo ¢,8 M C(NHs)2504. Hz0

Dissolveu-se 79,2 g de

pegqueno volume do tampio McILVAINE (item 3.2.19).

o pH para 5,8 com a solug3io de

NazHPOs e

volume para 1000 ml com o referido tamp3o.

3.2.21. Solug3io de PEG B0O00O a 30%

Solug3o A
CalCllz cccccnccan

Agua destilada .

Solug3o B
Glicina ....vewe.

Agua destilada .

pH ajustado para 8,0 com NaGH 4%

e« et e v e s e e eow

¢ 2 o ¢ & 0o ® o o e ¢

5 & 2 & 8 2 B8N

(NH4)2504 .H20

completou-se

3,753 g

100,0 ml

Adicionou-se 10,0 ml de solugio A em 10,0

de solugio B. Completou—-se o volume a 100,0

ml com

destilada adicionando-se PEG &000 em concentrag3o final

30%.

Ajustou-se



3.2.22. Solug3o de enzimas para produgio de

protoplastos (HAMLYN et alii, 1981)
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Para cada 1,0 ml de estabilizados osmdtico

foram adicionados 10,0 mg de enzima litica, sendo 3,0 mg de
celulase CP (JOHN & STURGE Ltd., Inglaterra) e 5,0 mg de
Novozym 234 (Novo Industri, Dinamarca). 0O complexo litico
foli esterilizado por centrifugagdo a 18000 rpm por 30
minutos a 4°C.

3.2.23. TampBes para extragZo de DNA mitocondrial e

DNA total de Metarhizium anisopliae

3.2.23.1. Tamp3Zo ETS-1
10 mM Tris HCI1
5 mM EDTA
0,44 M Sacarose

pH 7,5

3.2.23.2. Tampio MTS
20 mM Tris HCI1
0,44 M Sacarose
5 mM MgClz

pH 7,5



3.2.23.3.

3.2.23.4.

3.2.23.5.

3.2.23.6.
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Tampio ETS-2

10 mM Tris HC1
100 mM EDTA
0,44 M Sacarose

pH 8,0

Tampido TESDS
0,23 M Tris—-HC1
0,1 M EDTA

1% SDS

pH 7,5

Tampio TEN
0,25 M Tris—HCI
O,1 M EDTA
1,0 M NaCl

pH 7,5

Tampio TNE

10 mM GTris—HC1
10 mM NaCl

0,2 mM EDTA

pH 8,0



3.2.23.7. TampzFo SuC

10% sacarose

30 mM Tris—-HC1

pH 7,5

3.2.23.8. Tampzo TE-1

10 mM Tris—HC1

pH 7,5

3.2.23.9. Solugio 5 M de cloreto de s&dio

3.2.23.10. Solug3o 4M de acetato de sédio

3.2.23.11. Tamp3o espermidina 10x (10 vezes

concentrado

Espermidina ....cceccccecencss 0,04 m
NAZEDTA vvvevercoreneeennnnneas 0,10 M
Tris—HCl PH B45 +vveveeeevenen 0,10 M
o} N ettt 0,36 M



3.2.23.12. Tamp3do Triton - Espermidina 1x

(TTE) 200 ml

Tamp3do espermidina 10x ....... 20,0 ml
Sacarocse 2 M ...... cre s 50,0 ml
3—mercaptoetanol 14 M ........ 0,2 ml
Triton %x—-100 (v/v) 100% ...... 1,0 ml
Agua destilada ...... e ec s 128,8 ml

Guardar a 4-C até o momento de uso.

3.2.23.13. Tamp3o de lise (TL)

Tris-HCl pH 8,0 ......... ceese 0,04 M
NaCl ....c0v cesesesecnesenon 0,20 M
Sacarosil ou 8SDS (V/V) +teieeens 1,5&

NazEDTA . ...cocencvcrecnnoncaes 0,01 M

Guardar a 4-C.

3.2.23.14. TampiEo SET

Sacarose ..‘.......;....... 207%

Tris HCl vrie s e iveneenennan SOmM pH 7,6

S S50mM

35



3.2.23.15. TampZo React 3 (MANIATIS et
alii, 1982)

Tris HCl pH 8,0 ..... cessoans 50 mM
MgCla vicverrnnronenncnne e e 10 mM
NaCl .. .cvececocossnvnconncscans 100 mM

3.2.23.16. Tamp3io CiP 10x

Tris HC1 pH 2,0 ...t nne O,5 M
MgClz . ...t vecoconsnnnnsncs 10 mM
INnCl2 ..t uir e ivensnnnsnancos 1 mM
Espermidina ...... ceecessasse 10 mM

3.2.23.17. Tampio TNES

Tris—HC1 pH 8,0 ...vvevrnnnnn 0,1 M
NBCl v ieermvennncennannnnns S M
EDTA 4t iuvvrercnseersrennnnnnas 0,1 M
SDS teverreennnnneaanaanaas 20%

3.2.23.18. Tampao TAE
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Tris—acetato cececeveccccccccce 4mM pH 7,9

EDTA ... reeeereccencnaseas 2mM

Ajustar o pH com &cido acético glacial.



3.2.24. SolugBes utilizadas para preparo de

plasmidios para clonagem molecular

3.2.24.1.

3.2.14.1.

3.2.24.3.

3.2.24.4.

Solug3o I

23 mM Tris-HC1 pH 8,0
10 mM EDTA

30 mM glicose

Solug3io I1I

0,2 N NaOH

1% SDS

Solug3do III

3 M acetato de sédicoc

2 M &cido acético

pH 4,8

Tamp3io TE-2

23 mM Tris—HC1

10 mM EDTA

pH 8,0

37
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3.2.24, TampzZo R

20 M Tris—HC1

0,1 mM EDTA

pH 7,5

3.2.24.6. Clorofane

Fenol—-cloroférmio (iv/1iv)

8—-hidroxiguinolina 0,534 (p/v)

Tris—HCI 20mM pH 8,0
NaCl 100mM
EDTA 1mM

3.2.24.7. Solugzio de RNAse A:

RNAse A 10 mg/ml
Dissolvida em:

Acetato de s&édio SOmM pH 4,8
(ferver em banho—maria por

10 minutos)
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3.2.24.8. Tamp3do de transformagdao para

o método de HANAHAN (1986) TFB

< I . 100 mM
MRClz .....c0vcccexe. 45 mM
CaClz ...vvevenvnssnse 10 mM

3 mM

HaCoCla ..ccvevecvcces
K-MES ..ccceescercsen 10 =M

pH = 6,2

3.2.25. SolugBes utilizadas para as técnicas de

transferéncia e hibridizagio do DKA

3.2.25.1. Solugdo 20xSCC
0,3 M cloreto de sé&édio

0,3 M citrato de sé&dio

pH ajustado com NaGH 10N

3.2.25.2. Solugdo de SDS {(dodecil-sulfato de

sédio) a 104 (peso/volume)

3.2.25.3. Solugdo 4M cloreto de litio

3.2.25.4. Solugao O0,5M EDTA
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3.2.26. Tamp®es utilizados nas eletroforeses em

gel de agarose

3.2.26.1. Tamp3o TEB (10x)

(MANIATIS et alii, 1982)

Tris — Base ..ccceeee 108 g
Acido bdrico ...een.. 35 g
EDTA Lot cireccnsceonns 20 mM

Agua destilada ...... 1000 ml
pH 8,4
3.2.26.2. Tamp3o de amostra TA (3x)
Em TEB 3x acrescentar:
Ficol tipo 400 ....... 20%

Azul de bromcfenol ... O, 1%

3.2.27. Reagentes usados para eletroforese em gel de

poliacrilamida (PACCOLA-MEIRELLES

et alii, 1988)

3.2.27.1. Solug3o estogues de Acrilamida
Acrilamida v.cveveeenen 73 g
Bis—acrilamida ....... 2 g
H20 destilada......... 230 ml

Filtrou-se a solug3o e manteve-se em refrige-

rador.
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3.2.27.2. TampZo de gel separador pH 8,9
Tris—base .ccecescuces 45,75 g

H20 destilada ....... 60,0 ml

Ajustou—-se o pH para 8,9 com HC1 1IN.
Completou-se o volume para 100 ml, com H20
destilada.

A solug3o foi filtrada e mantida & temperatu-—

ra ambiente.

3.2.27.3. TampZo do gel empilhador pH 6,8
Tris—-base .eeeeecees. 7,474 ml
H20 destilada ...... 60,00 ml

Ajustou-se o pH para 6,8 com HC1 1IN e

completou-se o volume para 100 ml, com H20 destilada.

3.2.27.4. Tamp3o do tanque - pH 8,9
Tris—baSe ceeeceecoseee 6,32 g
Glicina eccceceeeesses 3,99 g

H20 destilada ...... 100,00 ml

Ajustou—-se o pH para 8,9 com glicina,
completou-se o volume para 1000 ml, com Hz0 destilada e

manteve-se em refrigerador.



3.2.27.5. Gel separador a 10%4

Tamp3o do gel separador
(item 3.2.27.2) ¢ ceeececses
Acrilamida (item 3.2.27.1)
Agua destilada ....cc0.000
Persul fato de aménia(10%).

TEMED ...... s rreo s .

3.2.27.6. Gel empilhador a 4%

Tamp3io do gel empilhador

(item 3.2.27.3) ..cvcessces
Acrilamida (item 3.2.27.2)
Agua destilada tveceeccosn
Persul fato de amdnio(10%}.

TEMED ....ccciccenceacccsecs

3.2.27.7. Tamp3io da amostra

Glicerol ......ovevecennes
Tamp3io do gel espalhador .
Azul de bromofemol .......
Completou—-se o volume para 25 ml,

destilada e manteve—-se estocada a -—-2°C.
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1,5 ml
5,0 ml
8,4 ml
0,1113ml

0,005 ml

0,75 ml
1,00 ml
5,70 ml
0,056m1

0,0075ml

5,0 ml

2,35 ml

com H20



3. 2.28.

3.2.27.8. Solug3o corante para esterase

(SHAW & PRASAD, 1970)

3.2.27.8.1. Estogues
A-a—naftil acetado ....
Acetona c..eeeovenes -
Hz8 destilada .........
B-a—naftil ascetato
Acetona ...... t e e

Hz0 destilada .....cc..

3.2.27.8.2. Corante

Fast Blue RR"..........
Tris—-HCl O,5M pH 7,1 ..
a—naftil acetato ......
f—naftil acetato ......

H20 destilada e¢.eceaeces

Solugio corante para proteinas

3.2.28.1.

Fixador PAGE

Metamol ...ccirersrenes

Acido actéticCo eeeeeene

Hz0 destilada .. ceen.e

5,0 ml

5,0 mi

5,0 ml

50,0 mg
5,0 ml
0,75ml
0,75 ml

43,5 ml

22,5 ml
5,0 ml

22,5 ml

43
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3.2.28.2. Corante
- Azul de Comassie
("Brilhant Blue R259"}. 50,0 mg

Fixador PAGE ....... ee. 20,0 ml

3.2.29. Solugles para citologia

3.2.29. Tampao fosfato 0,125 M, pH 7,0
Solug3io A:

NaHzPO4 .. v . v v e v cvesvvvewes g
H2z0 destilada ..... fe e . 1000,00 ml
Solug3io B:

NaHPOe ...cvivveecececnceens 53,65 g

Hz0 destilada ...cceeeecaee 1000,00 ml

Misturou-se 45 ml da solugio A com 35 ml da
solug3o B, completou-se o volume pra 1000 ml e ajustou—-se o

pH 7,0 com solugio A ou B.

3.2.29.2. Solug3lo de Giemsa
Diluiu-se um parte de giemsa em 66 partes de
glicerina, a 60°C. Apés resfriamento, misturou-se com 66

partes de metanol e manteve—-se a temperatura ambiente.
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3.2.29.3. Solugao de albumina 50%4

Colocou-se a «clara de um ovo em becker
estéril, com tesoura esterilizada, cortou-se a «clara por
uma hora. Filtrou-se, usando papel filtro, e adicionou-se
igual volume de glicerina. A solug3o foi mantida em refri-

gerador.

3.2.29.4. SolugxZo de HC1 1IN
HCl ...ttt s s ts s v cnrrcacns 24,75 ml

Hz0 destilada ............ 300,00 ml

3.2.29.5. Solugao de alcool etilico
Preparadas nas concentrag@®es de 90 e 70%

mediante diluigBes apropriadas em aAgua destilada.

3.2.29.6. Solugzo de fixagiao
Utilizou-se 3 volumes de Alcool estilico
(absoluto) para 1 volume de Acido acético glacial. A

solugao fol preparada no momento do uso.

3.2.29.7. Tampdao fosfato 0,02 M, pH 5,8
Diluiu-se solugao 3.2.18, na proporg3do de

1:10 em &gua destilada.
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3.3. Sobrevivéncia de Metarhizium anisopliae a luz

ultravioleta

SuspensSes de conidios das linhagens de
Metarhizium anisipliae em tween 80 foram observadas ao
microscé4pio com auxilio de uma cimara de Neubauery, determi-
nando-se o numero de confidios por mililitro. Estas suspen-—
sBes foram diluidas em solugio salina (1:10)}, colocadas em
placas de Petri esterilizadas e irradiadas com luz ultravio-
leta em diferentes intensidades. Apdés cada irradiag3io salina
foram feitas dilui¢g®es apropriadas em solugZo salina a 0,85%
e semeou-se 0,1 ml em placas contendo meio completo. As
placas foram incubadas a 28¢{C durante 8 dias. Apds esse
periodo as coldénias sobreviventes foram contadas e procedeu-
se o calculo da curva de sobrevivéncia tomando-se o numero
de coldnias obtidas no tempo zero minutos como 100% de so-
brevivéncia. Estimou—-se deste modo, o tempo de 1irradiag3o

que permitia 5% de sobrevivéncia para as linhagens.

3.4, Obtengzio de mutantes auxotréficos e morfoldgicos

Conidios das linhagens de Metarhizium aniso-

pliae com 7 dias de desenvolvimento foram transferidas para
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tubos de ensaio contendo tween 80. Em seguida, utilizando-se
uma camara de Neubauer foram contados os conidios dessas
coldnias procurando-se obter uma concentragdo ao redor de
10° conidios por mililitro.

A suspens3io de conidios foil dilufda (1:10}) em
solu¢g3o salina e 1irradiada com luz wultravioleta por um
perfiodo capaz de 1inviabilizar 95%Z dos confidios.

A suspensio irradiada  foli diluida e dessa
diluig3io semeou-se 0,1 ml por placa de Petri contendo meio
completo. Apds sete dias de incubagio os confdios das
varias colédnias foram transferidos para placas de Petri,
inoculadas na distribuigido 5 x 5 mais 1, em MM (AZEVEDO,
OLIVEIRA e ROCHA CAMP0OS, 1976) e incubadas por 48 horas. As
colédnias que n3io se desenvolveram nesse meio foram conside-—
radas mutantes. O 4Agar sobre o qual essas colénias se
desenvolveram foi cortado em blocos que as continham e foram
transferidos para tubos contendo meio completo inclinado.
Assim novos conidios foram conseguidos para ensalo das defi-
ciéncias nutricionais.

Para o ensaio dessas deficiéncias, os
confidios de possiveis mutantes, foram suspensos em tubo
contendo solugdo de "tween" 80 e semeou-se uma alfquota de
0,2 ml dessa suspensio bem densa em "pour plate", para 20 ml
de MM, ainda liquido a temperatura de 45¢C. As placas foram

incubadas a 28<C. Apds 24 h, gotas de solugio de caseina



48

hidrolisada, vitaminas, extrato de levedura e Acidos
nucleicos foram cuidadosamente distribufdos em diferentes
locais das placas e estas novamente 1incubadas. Apds sete
dias, um crescimento ao redor destas solug@es indicava a
deficiéncia do mutante e procurou—-se a caracterizagio de
cada um deles. 8s mutantes morfoldégicos foram selecionados

entre agueles gque produziram coldnias de colorag3o diferente

ou com alteragBes na morfologia.

3.5. Obteng3o de heterocarios (MESSIAS & AZEVEDO, 1980)

Conidios das diferentes linhagens (com com—
plementag3o para marcas auxotréficas e morfoldégicas) foram
colocados em tubos de ensaio contendo 2,53 ml de MM liquido
suplementado com 4% de MC liquido (permite uma germinag3io
inicial dos conidios). Estes tubos foram incubados por 10O
dias (28¢€C) e a pelicula formada na superficie do meio
transferida para placas contendo MM sélido. Apds incubagdo
{28<C, 10 dias) uma extremidade desta pelicula foi novamente
transferida para placas contendo MM sélido e novamente
incubadas a 28°C por mais 10 dias, para evitar—-se cresci-

mento devido a resquicios de MC vindos dos tubos.
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3.85.1. Obteng3io de dipldides e recombinantes

hapldides a partir de heterocéarios

SuspensSes de confidios provenientes das
coldbnias heterocarias foram semeadas sem diluigido e com
diferentes dilui¢gdes em placas contendo MM e com MM
suplementado com os requisitos nutricionais (aminoicidos e
vitaminas) em diferentes combinagSes. Estas foram incubadas
a 28<C por é~? dias quando entido foram contados as
freqii&éncias das coldnias nas diferentes combinagBes. As
coldnias obtidas foram semeadas em MC ou MM + suplementos
para purificagido, sendo a seguir caracterizadas quanto a sua

morfologia, necessidades nutricionais e o grau de ploidia.

3.85.2. Analise genética de recombinantes e

segregantes

Colbébnias provenientes de heterocario, cresci-
das em MC e MM mais requisitos combinados dos parentais,
foram transferidas para placas mestras, com MC, na
disposig3ao de 26 pontos (5 x 5 + 1)}.

As coldnias oriundas de MC foram repicadas a
partir de sua placa mestra com auxilio de multialga para MC,

MM, MM mais requisitos dos parentais e MM contendo trés dos
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requisitos dos dois mutantes (parentais), de tal forma a
permitir a detec¢g3io de marcas recombinantes.

Recombinantes, produtos de parameiose, sele-
cionadosem placas contendo combinag®es dos regquisitos dos
parentais, foram analisados gquanto & mmarcas recombinantes.
Repicaram—-se as coldédnias, a partir de cada tipo de placa
mestra, com o auxfilio de multialga, para placas contendo MM
mals trés dos requisitos dos dois parentais, MC e MM como

controle.

3.6. Produg3o de protoplastos

3.6.1. A partir de mic<&lio

(SILVEIRA & AZEVEDO, 1987 modificado)

Conidios crescidos em MC inclinado a 28°C por
7-8 dias foram suspensos em solugio onde se determinou suas
concentragdes (conidios/ml) com O auxilio de Camara de
Neubauer e microscdpio. Estas foram adicionadas em meio para
produgzo de micélio (item 4.2.7) para uma concentragfio final
de 10° conidios/ml. O meio assim obtido foi mantido em
agitador rotatdédrio (150 rpm) a 28<¢C por 24-36 horas. Findo
este periodo, o micélio desenvolvido foi filtrado em filtro

Buchner com auxilio de bomba de vacuo e lavado com estabi-
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lizador osmético esterilizado. Determinou—-se a seguir, seu
peso tmido. Este micélio foi colocado em presenga do
estabilizador osmético esterilizado e complexo de enzimas
lfticas, na proporgio de 30 mg de mic&lio para cada ml de
complexo litico. Agitou—-se em agitador reciproco (120 rpm}
por 1:30, 2:30 e 3:00 horas. Apds este periodo, verificou-se
a presenga de protoplastos com o auxilio de microscdpio (uma
gota da suspensico que havia sido colocada entre lamina e
laminula). Uma vez observada a presenga de protoplastos,
filtrou—-se a suspensio em filtro de gaze, sendo o filtrado
retirado e centrifugado por 10 minutos a 4000 rpm. O
sobrenadante foi desprezado, o "pellet" ressuspenso em
estabilizador osmdético esterilizado e centrifugou—-se nova-
mente (4000 rpm; 15 minutos). Repetiu—-se esta operagio mais

2?2 vezes.

32.6.2. A partir de tubos germinativos

(GAMBINGO et alii, 1984, modificado)

Inocularam-se frascos de erlenmeyer de 150 ml
contendo 350 ml de MC ligquido para uma concentragio final de
10° confdios/ml e incubados em agitador rotatdrio (15 rpm) a
28+°C de 16 a 20 horas. Os tubos germinativos foram coletados
por centrifugagio (3000 rpm) e apds se determinar seu peso

Umido fol colocado em presenga do estabilizador osmdtico
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esterilizado e complexo litico. Incubou-se a 28°C por 1 hora
em agitador rotatédrio (100 rpm). Os passos seguintes foram

os mesmos descritos no item 3.6.1.

3.6.3. Contagem de protoplastos

Os protoplastos obtidos no item 3.6 ("pel-
let"”) foram ressuspensos em estabilizador osmé&tico (volume
fixo) e contados em Caimara de Neubauer com o auxilio de

microscédpio ético.

3.6.4., Yerificag3io da presenga de hifas,

esferoplastos e conidios na suspens3io de

protoplastos

Os protoplastos obtidos foram semeados por
"pour plate” em MC e MC + estabilizador osmédtico. O cresci-
mentode coldénias neste meio de cultura {MC), indicou o
nimero de hifas e conidios que existiam na solug3o de
protoplastos quando comparado com a suspens3o semeada em
placas com MC + estabilizador osmético. A semeadura foi

feita em diversas diluigdes.
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2.6.5., Freqiiéncia de regeneragio de protoplastos

Calculou-se a freqii®ncia de regeneragiao,
baseando—se no numero de protoplastos obtidos e na difenga
entre o numero de colénias crescidas em MC + estabilizador

osmbético e MC, segundo a férmula:

7. de regenerag3io = -E—i;—— ®x 100

onde:

a = numero de coldédnias crescidas em meio com—

pleto com estabilizador osméticos

b = ndimero de coldénias crescidas em meio com—
pleto;
€ = numero de protoplastos da suspens3io.

As avalia¢gB®es de crescimento foram feitas no
2¢ e 3° dias de incubag3lo a 28°C, e nunca apdés o Se dia,
quando o crescimento de prototrédficos pode propiciar o
sintrofismo.

0 cidlculo de freqiiéncia de colénias recombi-
nantes foi feito baseando-se no numero de colénias de cada
tipo recombinante em relagio ao total de colénias analisadas

para cada meio seletivo.



54

2.6.6., Fus3io de protoplastos

Misturaram-se quantidades iguais de proto-
plastos das linhagens a serem cruzadas, obtidos segundo o
item 3.4.5. Centrifugou-se a suspens3io a 2.900 rpm por 10
minutos sendo os protoplastos do precipitado ressuspendido
em 1 ml de solug3lo de PEG (item 3.2.19), e incubados a 28<C
por 10 min. Adicionaram-se 10 ml da solug3o estabilizadora
(item 3.2.18) e centrifugou-se a 2.900 rpm por 10 minutos.
Ressuspendeu-se o0 precipitado mailis uma vez em solug3o
estabilizadora, centrifugou-se, sendo o precipitado final-
mente coletado em S5 ml de estabilizador. Procederam-se
dilui¢®es apropriadas e colocou-se ©O,1 ml em placas de

cultura recobrindo com fina camada de meio de cultura.

3.6.7. Obteng3do dos produtos de fusZio e analise

genética

0 produto de fus3io foi semeado em MC, MC +
KCl, MM + KCl e meio minimo com requisitos combinados dos
parentais mais KCl. Avaliaram-se as freqli&ncias de recombi-
nantes mediante contagem do ntmero de coldédnias crescidas em

cada tipo de meio e procedeu-se a analise genética.
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3.6.8. Coloragio de protoplastos (BORGES, 1987)

Coletou-se o precipitado, obtido na filtragem
dos protoplastos e espalhou-se em laminas previamente lava-
das com &gua e Alcool. Deixou—-se secar por 15 minutos a
temperatura ambiente. Procedeu-se a hidrélise em HC1l 1IN, a
60°C por 6 (seis) minutos. bLavou-se em 4Agua corrente para
retirada do excesso de micélio aderido a lamina. Lavou-se
uma vez malis em Agua destilada e procedeu-se & colorag3io com
Giemsa, dilufda de 1:5 em tampio fosfato O0,02M, por 2
{dois) minutos. Lavou-se em &dgua corrente e observou-se ao
microscédpio Stico.

A estimativa do nimero de niGcleos por proto-
plastos foi obtida mediante contagem de 100 protoplastos

devidamente separados quanto & quantidade de ntcleos.

3.7. Extrag3o do DNA mitocondrial de Metarhizium

anisopliae

As linhagens de M. anisoplicse foram crescidas
36 horas em meio completo liquido (item 3.2.7) a 28¢C em
agitagao. 0 micélio obtido foi congelado com nitrogénio
l§quido e mofdo em liquidificador até pé bem fino. Foi ent3o

suspenso em ETS-1 e centrifugado a 4000 rpm por 10 min a
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40°C. O sobrenadante foi novamente centrifugado a 12000 rpm
por 60 min a 4°C. O precipitado foi suspenso em 8 ml de MTS
e tratado com DNAse por 30 min a 4°¢C. Parou-se a digest3o
acrescentando-se ETS-2. 0 material foi centrifugado a 18000
rpm por 15 min a 4°¢C. O precipitado foil ressuspenso em 1 ml
de SUC e tratado com TESDS a 65°C por 135 min. Apds esse
tratamento, adicionou-se NaCl 5M e centrifugou-se a 15000
rpm por um minuto. 0 sobrenadante foi transferido para
proveta gelada e seu volume foi aumentado com TEN.
Adicionou—-se acetado de sédio a 4N e em seguida isopropanol.
0 material foili deixado em freezer a 20 graus negativos e, em
seguida, foi feita a extragiZo por fenol: cloroférmio de
acordo com MANIATIS et alii (1982). G DNA recuperado foi

purificado por didlise e congelado em alfquotas em TNE.

3.8. Extrag3io de DNA total de Metarhizium anisopliae

3.8.1. Método utilizado no Laboratério de Biologia

Molecular da Universidade de Brasilia

As linhagens de M. anisopliae foram crescidas
36 horas em meio completo lfquido {(item 3.2.7) a 28°C em
agitagio. Foli coletado de 0,3 a 1g de micélio (peso tUmido)

em funil de Bichner acoplado a sistema de vacuo. 0O micélio
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obtido foi imediatamente congelado em nitrogénio liquido e
triturado em almofariz, mantendo sempre a baixa temperatura
(-=70°C) até a pulverizagio do micélio. O pbé& foi transferido
para um begquer de 100 ml contendo previamente 20 ml do
tamp3o TTE a 4°C. Foi bem misturado e centrifugado por 20
minutos, 10.000 rpm a 4°C, utilizando tubos do tipo "Corex"
de 30 ml ou 15 ml, rotor S5-34 em centri fuga refrigerada. O
sobrenadante fol desprezado, o sedimento ressuspenso em 5 ml
do tamp3ao de lise (TL) e homogeneizado com um bastio de
vidro por 10 minutos a 4°C. Foi acrescentado igual volume de
clorofane (item 3.2.24.4) e homogeneizado lentamente durante
10 minutos com intervalos no gelo. Foi a seguir centrifugado
a 1500-1800 rpm por 10 minutos a temperatura ambiente.
Guando necessario, a extragio com clorofane foi repetida.
Acrescentou-se entdo 30 microlitros de RNAse/ml e deixado a
temperatura ambiente por 20 wminutos. Nova extrag3do com
clorofane foi realizada. Foi adicionado entioc ao tubo
contendo a fase aquosa 200 mM de sal, que poderia ser NaCl
ou acetato de sédio e 2,5 volumes de etanol a 70%Z gelado
{—20°C). Usou-se rotor SS5-34 em centrifuga refrigerada a
4°C. 0O sedimento fol ressuspenso em 300-300 microlitros de

tampZo TR e estocado em aliquotas a —-20-C.
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3.8.2. H&étodo de RAEDER & BRODA (1985; modificadol

Ap6ds crescimento das linhagens por 36 horas
em meio completo ligquido a 28¢C, o micélio foi coletado em
filtro de entertela e lavado com 4gua destilada. A Gltima
lavagem foi com O,5M EDTA. O micélio foi entio comprimido
para eliminag3io do excesso de umidade e congelado em
nitrogénio ligquido. Em seguida foi liofilizado por 8 h.
Aproximadamente 50 mg do material liofilizado foi transferi-
do para tubos de Eppendorf e suspendido em 500 gl de tamp3o
de extragio (200 mM Tris—-HCl1 pH 8,5; 250 mM NaCl, 25 mM EDTA
e 0,5% SDS) preparado na hora do uso. 0 material foi homo-
geneizado com uma ponteira de pipeta a u tomatica. Em seguida
acrescentaram—se 350 ¢l de fenol destilado e 150 a4l  de
clorofédrmio. Deixou-se extraindo a2 temperatura ambiente por
10 minutos e em seguida centrifugado em microcentrifuga a
13000 g. A fase lfiquida foi ent3E3o transferida para novo tubo
de Eppendorf contendo 1541 de RNase (20 mg/ml) e 1logo em
seguida o DNA foi precipitado adicionando-se 0,6 volume de
isopropanol (ou 2,5 V de etanol). O DNA foi ligeiramente
centrifugado para separar a fase liquidé que foi cuidado-
samente retirada. 0O pellet foi lavado com etanol a 70%,
deixado secar a temperatura ambiente e ressuspendido em 100
ul de tampio TE esteril (10 M Tris HC1 pH 8,03 O,5 mM

EDTA).
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3.9. Extragio de plasmidios em grande escala

{MANIATIS et alii, 1982)

As células de EFscherichia coli, portadoras de
plasmidio foram crescidas em 10 ml de meio de cultura LB,
contendo antibidtico ampicilina (100 gpl/ml), por periodo
aproximado de 18 horas e sob agitag3o a 37°C.

Posteriaormente, 3 ml desta cultura foi
adicionado em 200 ml de meio LB, contendo antibidético, e
incubado a 37°C, 180 rpm por 18 horas.

ApSs este periodo, a cultura foi centrifugada
a 5000 g por 10 minutos, a 4-<C.

Lavou—se o sedimento com 10 ml de salina 0,9%
e centrifugou-se novamente a 5000 rpm por 10 minutos.

0 sedimento foi ressuspendido em 2,5 ml da
solugdo I (item 3.2.24.1) e agitou-se vigorosamente em
agitador Vortex. Posteriormente adicionou-se 2,5 ml da
solug3o I acrescida de lisozima na concentrag3io de 4 mg/ml.
Incubou—-se por 30 minutos no gelo.

Adicionou-se ent3ao, 10 ml! da solug3do II (item
3.2.24.2) e o tubo foi invertido, suavemente, por 7 vezes.
Incubou—se novamente por 10 minutos a O-C.

Posteriormente foi adicionado 7,5 ml da
solugzZolIl (item 3.2.24.3) misturando-se muito bem, porém

suavemente e incubou-se por mais 40 minutos a O-<C.
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Centrifugou-se o preparado a 12000 rpm por 15
minutos a 4-°C.

Foi adicionado, ent3io, ao sobrenadante 1igual
volume de isopropanol e deixou—se a temperatura ambiente por
S5 minutos.

0 material foi centrifugado a 12000rpm por
20 minutos a4 4°C e o sedimento foli secado a vacuo.

Este sedimento foi ressuspendido em 3 ml de
tampio TE e acrescentou-se 30 pl de RMNase A. Deixou-se &
temperatura ambiente por 30 minutos.

A seguir, foram adicionados 1,5 ml de solu¢3lo
PEG 6000 30% e incubou-se no gelo por mais 30 minutos.

80 material foi centrifugado a 12000 rpm por
20 minutos & 4°C e o sedimento fol redissolvido em 1,0 ml de
tamp3o TE-2 (item 3.2.24.4). Em sequida adicionou—-se 50 ul
de acetato de sédio 2M (pH 7,5) e 50 unl de sarcosil 10%.
Agitou—-se e a mistura foi transferida para dois tubos
Eppendorf.

Posteriormente adicionou-se igual volume de
clorofane, agitou-se e centrifugou-se a 12000 rpm por S
minutos.

Ajustou—-se a concentrag3o final de acetato de
s6dio para 300 mM com acetato de s&dio 2 ™M (pH 7,95).
Adicionou—-se 2,95 vezes de volume de etanol 100% e deixou-se

precipitar durante a noite.
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0 sedimento fol coletado por centrifugag3o a
12000 rpm por 15 minutos & 4°C e posteriormente este foi
lavado com etanol 704 a -20°C, sem ressuspender e centri-
fugando—-se novamente & 12000 rpm por 2 minutos.

0 material foli secado a v&cuo, ressuspendido
em 100 pl de tampio R e estocado em aliquotas a —20-C.

Foi adicionado as amostras de material tamp3xo
de amostra TA (3x) e estas foram aplicadas em gel de agarose
0,7%4. Foi utilizada uma amperagem inicial de 20 mAR a fim de
que as amostras penetrassem no gel e posteriormente esta foi
aumentada para 40 mA. O gel foi corado com 1,0 ug/ml de
brometo de etideo dissolvido em tamp®o TEB (1x) por 20
minutos. A anilise deste foi feita sob 1luz wultravioleta

utilizando—-se transiluminador.

3.10. Extrag3ao de plasmidios em pequena escala

{MANIATIS et alii, 1982)

As culturas de Escherichia coli foram cres-
cidasem 3 m! de meio LB contendo antibidético Kanamicina a
10 pg/ml, 2 37°C, 180 rpm por aproximadamente 18 horas.

Centrifugou-se 1,5 ml das culturas por 15

segundos a 12000 g em micro centri fuga.
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0 sedimento foi ressuspendido em 100 ul de
solugZo I (item 3.2.24.f) mamtido em banho de gelo por 30
minutos.

A segulr, adicionou—-se 200 pl de solug3io 11
(1tem 3.2.24.2), inverteu—se lentamente o tubo para misturar
e o preparado foli mantido no gelo por 5 minutos.

Posteriormente adicionou-se 150 pl de solugzo
ITI (item 3.2.24.3). O preparado fol novamente mantido no
gelo por 40 minutos.

Centrifugou-se a 12000 g por S5 minutos e
recuperou—-se o sobrenadante. Adicionou-se a este o dobro de
volume de etanol 100%, misturou—-se lentamente e 1incubou-se
no freezer durante a noite.

A seqguir, centrifugo.u-se a 12000 g por 10
minutos, o sobrenadante foi retirado rapidamente e o
sedimento fol ressuspendido em 30 pl de tamp3Zo TE-2 (item
3.2.24.4).

As amostras foi adicionado tampZo amostra TA
(3x) (item 3.2.24.2) e a seguir estas foram aplicadas em gel

de agarose 0,7%.
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3.11. Isolamento de DNA plasmidico em E£. coli ("MINI-
SCREEN"> (MANIATIS et alii, 1982;

VALARINI, 1989)

Células de E£. coli HB 101 foram crescidas em
LB a 37°C at& a fase logaritmica. 1,5 ml da cultura foram
transferidos para tubo de microcentri fuga (tipo eppendorf},
centrifugados por 30 éegundos, e o precipitado ressuspendido
em 1 ml de tampao SET (item 3.2.23.14). Apds total res-
suspens3ao do precipitado, a suspens3io foil centrifugada por 1
minuto e o precipitado novamente ressuspenso em 150 ul de
tamp3ao SET. 5 gl de soclugiao RNAse foram adicionados e, em
sequida, 350 381 de mistura lfitica e a solugiZo mantida a
temperatura ambiente (a solug3o tornou—-se clareada). A
seqguir, a referida solug3io foi mantida em banho de gelo
durante 1€ minutos. 250 gl de acetato de sédio 3M  foram,
ent3o, adicionados, misturados por invers3o lenta do tubo e
a solug3o incubada por 30 minutos em gelo (SDSE e DNA
cromossémico desnaturado foram precipitados nesta etapal. A
solug3do foi, em seguida, centrifugada por 5 minutos a 4°<C e
O sobrenadante transferido para novo tubo. Igqual volume de
isopropanol foili adicionado, as fases misturadas por inversio
do tubo e a solugZo centrifugada por S5 minutos & temperatura
ambiente. Os tubos foram ent3o invertidos, o isopropanol

removido e o precipitado lavado, sem ressuspensio, com
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etanol 70%. Em seguida foi promovida nova centrifugag3io por
S5 minutos A temperatura ambiente e o etanocl removido. O
precipitado foi em seguida, seco a vacuo durante 10 minutos
e ressuspenso em 20 w1l de Agua bidestilada. Guando
necessirio,a solugio de DNA foi concentrada e reextraida em

fenol/cloroférmio (i1tem 3.12).

3.12. Extracg3o fenol/clorofdrmio (MANIATIS et alii, 1982)

Um volume de fenol saturado foi adicionado e
misturado A solug3lo de DNA a ser concentrada. A fase aguosa
(superior) foili separada da fase orginica (fenol) através de
centrifugagio de 4.000 rpm por 3 minutos a 4°C. Apds
descarte de fenol, 1 volume de clorofédrmio foi adicionado a
fase aquosa e a suspensio foi centrifugada por 3 minutos a
4C. A fase aguosa foi, entio, transferida para novo tubo,
adicionados 2,5 volumes de etanol resfriado e 0,1 volume de
solug3io acetato de sédio 3M e a mistura mantida a —-20°C por
60 minutos. A suspensio foi, em seguida, centrifugada a
12000 rpm durante 20 minutos a 4°C, descartado o sobrena-
dantee o precipitado de DNA 1lavado com etanol 70% em
agitagio. Posteriormente, a solugio foi centrifugada a
12.000 rpm por 3 minutos a 4°C, descartado o etanol e o

precipitado seco a vacuo por 10 minutos. 8 precipitado de
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DNA assim obtido foi, finalmente, redissolvido em tampao ou

Agua destilada até a concentrag3io desejada.

3.13. Construgdo do banco gendmico de Metarhizium

anisopliae

3:.13.1. Corte do plasmidio C¥ 13 com a endonuclease
Bam HI

Utilizando-se de microtubo tipo eppendorf,
sem uso anterior, 10 gl de solugio de DNA do plasmidio €V 13
extraide de £. coli HB 101 (item 3.9) foram adicionados a
5,0 ¢l da enzima de restrigio Bam HI, 10 gl de tampao React
3 (item 3.2.23.15) de reag3io da Bam HI e 135 g4l de 4&gua
bidestilada, totalizando um volume de 50 ul. Os referidos
reagentes foram colocados em ordem ascendente, observando-se
que o DNA fosse o Gltimo colocado. A mistura de reag3o foi
centrifugada por S5 segundos. Durante as operagdes, os
reagentes foram mantidos em gelo. A digest3o foi, ent3o,
iniciada através de incubagio da mistura a 37¢C por 2 horas
mantendo—-se, em seguida em gelo. O progresso da reag3o foil
monitorado através de eletroforese em gel de agarose (item
3.14). A reagio foi interrompida adicionando-se igual volume
de tampao TR e clorofane (itens 3.2.24.5 e 3.2.24.86). 8}
material foi centrifugado a 5000 rpm por 2 minutos e feitas

mais 2 extragBes com clorofamne. Fol recuperada a fase aquosa
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e o sal acertado a O,3M com NaCl. Foram adicionados 2
volumes de etanol gelado a 100% e deixado precipitar durante
a noite. No dia seguinte o material foi centrifugado em
microcentrifuga por 3 minutos e o precipitado fol ressuspen-

dido em 30 pl de tampioc TR (item 3.2.24.5).

3.13.2. besfosforilagiZo do DHA

Apds digestio do plasmidio CV 13 com Bam HI
como no item 3.13.1, foi preparado o sistema de desfosfori-
lag3do contendo 25 pul de DNA (CV 13/Bam HI), 13 pl de tamp3o
CiP 10x (item 3.1.23.16) e 2 pul da enzima fosfatase alcalina
de bezerro (CAP). Apds rapida centrifugagio o sistema foi
mantido a 37¢C por 15 minutos e 1,3 minutos a 356°C. Apds
esse tempo, mais 2 ul de enzima CAP foram adicionados e O
sistema foi entio mantido novamente 15 minutos a 37¢C e 15
minutos a 56¢C. Foram entio adicionados 170 p¢l do tamp3o
TES (item 3.2.23.17) ao sistema. Foi ent3o incubado a 68<C
por 15 minutos e feitas 2 extragBes com clorofane (item
3.2.24.6). Foi acertado o sal para 0,3M com NaCl e o DNA
precipitado com 2,5 volume de etanol gelado a 100%. Foi
deixado precipitar a —-20°C durante a noite e no dia seguinte
o precipitado foi coletado por centrifugagio e lavado com
etanol 70%. Foi deixado secar em camara de vacuo e ressus-—

pendendo em 25 p41 de tampio R {(item 3.2.24.5).
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3.13.3. Liga¢Xo do DHA de Metarhizium anisopliae

com o plasmidio CV 13

Foi preparado um sistema de ligagdo contendo
32 pg de DNA de M. anisopliae; Q0,95 pg de plasmidio cortado
{(CV 13/Bam}), 10 pl de tampao T4 ligase, 1 pl da enzima T4
ligase, 5 il de Agua bidestilada perfazendo um total de 100
#l1. O sistema foi incubado em banho de 4gua gelo a 1&°C
durante a noite e no dia seguinte foi feita a paralisagio do
sistema adicionando—se clorofane e o banco foi precipitado
com etanol gelado a 100%, recuperado e estocado em tampao TR

(item 3.2.24.95).

3.13.4. Eletroeluigio do DNA do gel de agarose

(MANIATIS et alii, 1982)

Apds a eletroforese em gel de agarose da
solugido de DNA plasmidial e cromossomal, a banda de
interesse foi localizada, com auxflio de transiluminador de
Uv. A agarose correspondente foi cortada com bisturi
flambado e transferida para um saco de didlise pré—-aquecido
em solug3do EDTA 0,02 M (neutralizagao de nucleases conta-
minantes). A seguir adicionou—-se tampio TAE para cobrir todo
o gel, evitando a presenga de bolhas de ar. 0 saco foi ent3o

amarrado nas extremidades, imerso em tampd3o TAE dentro da
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cuba e a eletroeluigio processada a 100V durante uma hora. A
polaridade foi, em seguida, revertida por 2 minutos para
liberagio do DNA aderido & parede do de dislise e a solug3o
DNA retirada com pipeta Pasteur. 0 pedago do gel foi re-—
examinado em UV para certificar se todo DNA havia sido
elufdo. A solug@o de DNA assim obtida foi extrafida e

concentrada tal como no item 3.8.2.

3.14. Eletroforese em gel de agarose C("MINIGEL",

MANIATIS et alii, 1982)

Agarose a 1% fol dissolvido em tampZo TAE sob
agquecimento e, em seguida, adicionado 0,5 gg/ml de brometo
de etidio. Apds solidificagiao do gel, o pente foi retirado,
permitindo a formagao de pogos de volume variado (10-40 upl).
Amostras de DNA plasmidico e/ou cromossdmico, bem como do
padrio X (lambda) digerido com Hind Il foram, transferidas
para os pogos do minigel e este 1i1imerso em tampiao TAE na
cuba. A eletroforese foi a seguir, iniciada e prosseguda por
30-40 minutos a 100 volts (10-15 miliamps). Apds a corrida
eletroforética, o gel foi transferido para um transilumina-

dor de UV, as bandas de DNA visualizadas e fotografadas.
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2.15. Transformag¢gio bacteriana pelo método do cloreto de

cilcio (MANIATIS et alii, 1982 modificado)

10 ml de LB foram inoculados com O,1 ml de
uma cultura de £. c¢poli BH 101 e 1incubados sob intensa
agitagio a 37<C durante 3-5 horas para obtengdo de uma
densidade de aproximadamente 5.10 células/ml { DOss0 =
0,5}). A densidade foi monitorada em espectrofotdmetro a 550
nm. A cultura foi, em seguida resfriada em gelo durante 15
minutos, centrifugada a 5.000 rpm por 5 minutos a 4¢°C e, o
precipitado de células, ressuspendido em S5 ml (metade do
volume original} de uma solug3o esterilizada e resfriada de
CaClz 50 mM e Tris HC1 10 mM (pH = 8,0). A suspens3c de
células foi transferida para um banho de gelo por 15 minutos
e, entxo, centrifugada a 5.000 rpm por 5 minutos a 4<C. O
sobrenadante foi descartado e as células ressuspendidas em
&7 il (1715 do volume @ariginal) da referida solug3do
resfriada de CaClz e Tris HCl. A seguir, foram adicionados,
em novo tubo, 10 gl da solugZo de DNA em tampio TE (Tris
20 mM, EDTA O, mM, pH 7), 100 pl de tampio TE e 200 pl de
suspens3do de células competentes (passiveis de transforma-
g3o) em CalClz obtidas acima. A mistura foi levemente agitada
e mantida em gelo por 2-3 horas. Apds a reagdao de trans-—
formagio, o tubo foi transferido para banho-maria a 42°C e

mantido, assim, por 2 minutos. Em seguida, adicionou-se 1 ml
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de LB, sendo a suspens3do de c&£lulas, incubada a 37°C por 1
hora sem agitag3io para permitir recuperagao das células e
inficio da expressiao da resisténcia aos antibidéticos marca-—-
dores (ampicilina e tetraciclinal}. A suspens3dao foi, ent3o,
centrifugada a temperatura ambiente por 4 minutos e as
células ressuspendidas em 100 gl de &gua bidestilads,
inoculadas em meio seletivo em placas contendo 50 pug/ml  de
ampicilina e placas contendo 20 wpg de tetraciclina e

incubadas a 37¢C durante a noite.

3.16. Transformag3o bacteriana pelo m&todo de

HANAHAN (19862

A linhagem de Escherichie coli HB 101 foi
crescida em placa contendo o meio SOB s&lido (item 3.2.13) e
apés 16—-20h foram retiradas 2 colénias de aproximadamente 3
mm de diadmetro e transferidas para tubo de ensaio contendo 1
ml de meio SOB (item 3.2.11) e dissolvido bem usando-se
"vortex". 0 conteddo do tubo foi incubado em erlenmeyer de 1
1 contendo 20 m! de meio SOB (item 3.2.11) e incubado a 37°C
sob agitagao de 250 rpm até densidade de aproximadamente 4-
7.10‘?7 células/ml. Foram coletados 10 ml da cultura em tubo
do tipo "Corex" de 30 ml e incubado em gelo por 15 minutos.

Foi ent3do centrifugado a 750—-100Qg (ou 3000 rpm em rotor

S§5-34) por 15 minutos a 4<C. 0O "pellet” obtido foi secado
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bem e ressuspenso em 7,0 ml de TFB (item 3.2.24.8) e
incubado no gelo de 10-15 minutos. Foi novamente centrifu-
gado a 750-1000 g por 15 minutos a 4°C e o 'pellet"” apss
seco foi ressuspenso em 1600 pl de TFB.

Foram adicionados 56 pl de DnD, agitado
suavemente por varios segundos e incubado no gelo por 20
minutos. Foi adicionado outra aliquota de 56 upul de DnD,
agltado suavemente e deixado no gelo por outros 20 minutos.
Transferiram—se aliquotas de 210 upul  para tubos de vidro
previamente gelados. Foram adicionados 15 pyl de DNA e os
tubos incubados em gelo por 40 minutos. Foi ent3o aplicado o
choque térmico a 42¢C por um minuto e os tubos retormados ao
gelo por 2 minutos. Foram adicionados 800 pl de meio S0C
{item 3.2.12) a cada tubo e incubados a 37¢°C com agitag3o
moderada por 60 minutos. Foram dicionados mais 100 upl  de
meio S0C e a suspens3io de c&lulas foi plagqueada em melio

seletivo contendo ampicilina e tetraciclina.

3.17. Preparo das sondas de DHNA

3.17.1. Purificag3o dos plasnddios com o kit

GENE CLEAN®

Foram utilizadas duas sondas neste trabalho.

Uma delas possuia um fragmento de DNA ribossédmico de
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Neurospora crassa no plasmidio pMF2 e gentilmente cedida
pela Dra. Myriam S. Tigano do CENARGEM/Brasfilia e a sonda
EMFA obtida de fragmentos de DNA de genes gque codificam para
a via metabhdlica da peroxidase de Metarhizium anisopliae Eb6
e gentilmente cedida pelo Dr. Augusto Schrank do Departa-
mento de Biotecnologia da Universidade Federal do Rio Grande
do Sul,

Ambas sondas foram purificadas usando o kit
GENE CLEAN® comercializado pela GENGOSIT Big101i, ta Jolla,
California 92038, USA.

De acordo com o protocolo do fabricante, a
cada sonda foram adicionados 250 pl de iodeto de sédio e
misturado bem. Foram adicionados 2 pl de ‘"glasmilk" (pre-
viamente agitado em vortex por 2 minutos), misturando-se
bem, agitando-se com forga e esperou—-se 5 minutos, agitando-
se sempre para n3o depositar no fundo. Centrifugou-se por 15
segundos. Retirou—-se o sobrenadante e adicionou-se 200 ul de
"Newlash". O pellet foi ressuspendido com pipetador. Cen-—
trifugou—-se por 15 segundos e o sobrenadante foi cuidado-
samente retirado. Foram adicionados ? p4l de &gua desmine-—
ralizada esterilizada e apds ressuspensZo do pellet, incu-
bou-se a 56°C por 3 minutos. Centrifugou-se por um minuto.
Transferiu-se 7,7 pl do sobrenadante para novo tubo de
Eppendorf e com 1,5 ul restante correu-se um gel para

visualizag3o do procedimento.
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3.17.2. Preparo das sondas com uso de marcagdo n3o-
radiativa do kit CAT 1093657 produzido pela

Boehringer Mannheim (modificadol

0 tubo contendo 7,5 pl de DNA purificado foi
aquecido a 100°C por 10 minutos para desnaturagio do DNA.
Preparou—se ent3o a mistura de marcaglo: 1 pl do conteddo do
frasco 3 do kit (hexanucleotfdeo}); 1 gl do frasco & que ¢
uma mistura de polinucleotfideos com a uracila marcada e 0,5
Hl da solu¢g3io contendo o fragmento de Klenow da DNA poli-
merase I (frasco 7). Adicionou-se ao tubo contendo o
plasmidio purificado e deixou-se a 37°C de 3 a 16 horas. A
reagio foi interrompida adicionando-se 75 pl de etanol por
tubo e em seqguida para cada sonda adicionou-se 24,5 pl  da
solugio gque continha 20 pl da solugio de SSDNA de Salm3o
(contendo 10 mg/ml}), 2,5 pl de solugio 4M de cloreto de
l1{tio e 2,0 pl da solugio de 0,5M EDTA. Deixou-se a =20<C
por 30 minutos e centrifugou—se por 10 min a 13000 rrpm. O
sobrenadante foi cuidadosamente aspirado e o pellet lavado
com etanol 70%4. Centrifugou-se por 5 minutos, desprezando-
se o sobrenadante e deixando—se secar levamente 2a tempera-
tura ambiente. O sobrenadante fol desprezado e o pellet

ressuspendido em 100 gl de tamp3o TE.
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3.18. Transferéncia do DHA para membrana de nylon

CSouthern blotting? e hibridizagdo com as sondas

3.18.1. Transferdncia

0 DNA total de 20 linhagens de M. anisopliae
foi cortado com as enzimas EcoRI e Hind III e migrados em
gel de agarose a 1% medindo 19%19 cm. O gel foi ent3do cuida-
dosamente colocado na cuba de transferéncia (VacuGene,
Pharmacia LKB) previamente montada de modo que colorisse
totalmente a membrana de nylon (Hybond Amersham) colocada no
fundo da cuba e foram vedadas com agarose todos pocinhos de
amostra de modo a n3io interferir na transferéncia. Sobre o
gel foi wvertida uma solug3io de HCl Q0,25 N e ligado o Vacuo.
Apds 20 minutos essa solug3o foili aspirada e sobre o gel foi
vertido o tamp3o de desnaturagio contendo 0,5 M NaGQH e 1,5 M
NaCl. Apds 20 minutos a solugdo foi aspirada e o gel
recoberto com o tamp3Zo de neutralizagio que continha 1M de
acetado de aménia. Apds 1 hora esse tampao foi retirado e a
membrana de nylon deixada secar a temperatura ambiente e

exposta 1 minuto a luz UV (254 nm} para fixar o DNA.

3.18.2. Hibridizag3o

A membrana de nylon foli cortada ao meio

gerando 2 pedagos de ?,5%x10 cm e colocados dentro de sacos
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plasticos para pré—-hibridizar em 10 ml de solugiZo de
hibridizag3o que contém 3xSSX,; 5% blocking reagent (frasco
11 do kit de marcagio Boehringer Mannheim)y, 0,17 sarkosyl,
0,027 SDS e 507 de formamida desionizada. Esta solugiFo foi
previamente aguecida por 1 hora a 50-60°C para completar
dissolug3io de seus componentes. 0Os sacos plasticos foram
vedados e colocados em banho—maria a 68<C por 1 hora.

s sondas foram desnaturadas a 100¢C por 10
minutos e imediatamente transferidos para o gelo. Retirada a
solug3o de pré—-hibridizag3Zo do filtro, foram vertidos 10 ml
de solugzZo de hibridizag3doc & gual foi previamente adicio-
nada a sonda desnaturada. O saco foi novamente selado e
incubado de 16 a 20 horas a 42°C com agitagZzo. Seguiram-se

as séries de lavagem dos filtros.

3.18.3., Lavagem dos filtros, detecgZo imunoldgica

e revelacg3o

Na 12 série de lavagem os filtros foram
colocados em cuba coletiva contendo 50 ml/filtro de solug3o
2xSSC, O0,1% SDS por S5 minutos a temperatura ambiente.
Repetida a operag3o, os dois filtros foram colocados Juntos
(com a face contendo DNA para fora) derntro de novo saco

plédstico para a 22 série de lavagem e verteu-se 75 ml de
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solugdo 0,2xSS8C 0,17 SDS, deixando-se a 65¢C por 20 minutos.
A operag3io fol repetida.

Para detecgao imunolégica, foram adicionados
aos filtros 30 ml por filtro de tampdo I (kit de marcagdo,
100 mM Tris—-HCl, 130 mM NaCl, pH 7,3) mais 0,57 de "blocking
reagent” e deixados & temperatura ambiente por 30 min. Apds
se retirar essa solugi3o, adicionou-se S50 ml de solug3do
caontendo tampZo i, "blocking reagent” e 4 upl/filtro da
solug3io de anticorpo (frasco 8 do kit). Foram colocados os 2
filtros num saco e deixados a temperatura ambiente por 30
minutos.

Apds esse tempo, os sacos foram abertos e os
filtros colocados em cuba coletiva contendo 100 ml por
filtro de tamp3o I e deixados a 15 minutos a temperatura
ambiente. Repetiu—-se esta operagio. Desprezou-se a solugio e
adicionaram—-se 20 ml por filtro de tampido 3 (100 oM Tris-—
HCl, 200 oM NaCl, 50 mM MgClz, pH 2,5) na cuba coletiva
deixando-se por 2 minutos a3 temperatura ambiente. Apds esse
tempo a solug3io fol desprezada e adicionou-se o AMPPD na
proporg3io de 1320 ul em 120 ml de tamp3io 3.

0 AMPPD -~ disodium 3-(4-methoxyspiro (1,2-

dioxetane-S,Z'—tricyclo—[3.3.1.13’7

3 decan}—4-yl) phenil
phosphate - &€ uma substi&ncia luminescente produzida pela

TROPIX, Inc., Massachussetts, USA, que se liga as sondas

hibridizadas e que emite radiagiao luminosa.
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Retirado o AMPPD o filtro foi colocado em
saco plastico, vedado e’ exposto ao filme KODAK-BRAF-GA-S
(para raio—-X médico de 20,3 x 25,4 cm) por 4 horas e 30
minutos. O filme fol ent3io revelado (revelador KODAK GBX,
200 ml), lavado, fixado (fixador KODAK GBX, 200 ml), lava-

do em A&gua corrente e deixado secar.

3.19. Agrupamento de linhagens segundo taxonzmia

numsrica

3.19.1. Agrupamento segundo padrBes isoenzim&ticos

de esterases

Foi efetuada analise de agrupamento (SNEATH &
SOKAL, 1973) calculando-se o coeficiente de JACCARD e uti-
lizando—se o algoritmo UPGMA (unweighted pair group method

arithmetic average).

3.18.2. Agrupamento segundo padrd@es eletroforéticos
de isoenzimas e DNA mitocondrial tratado

com enzimas de restrig3o

As 10 linhagens selvagens foram referidas

como unidades taxondmicas operacionals (0TU), de acordo com
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uma lista de presengas ou aus&ncias de bandas obtidas em
anadlises eletroforéticas, totalizando 23 variaveis. Estas 23
variavels representam o padr3io total de bandas da analise
conjunta dos padrdes isoenzimaticos e de restrigio do DNA
mitocondrial. Usaram—se como medidas de semelhanga o
coeficiente de Jaccard e o Simple Matching e as distéancias
genéticas de Balakrisman & Sanghri e de Nei, segundo SNEATH

& S0KAL (1973).

3.19.3. Agrupamento segundo a2 produg3io de exoenzimas

e de produg3io e regeneragio de protoplastos

OQutras 23 variaveils representadas pelas
medidas de halos de produg3ao de exoenzimas (amilase, lipase,
protease, produgio de proteases em presenga de O,1 e 0,2
mg/ml de CafClz, produg3o de exoenzimas apds irradiagio das
linhagens por luz ultravioleta por 2 e 4 minutos), produg3o
e regeneragd3o de protoplastos em 3 estabilizadores osmdticos
diferentes e a partir de hifas e tubos germinativos, foram
analisadas em conjunto.

As 10 linhagens também foram consideradas
OTUs wutilizando-se o coeficiente Simple Matching e as
distancias genéticas de Balakrisman & Sanghri e de Nei,

segundo SNEATH & SOKAL(1973).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Porcentagem de sobrevivencia a luz ultra-violeta

Como primeiro parametro para se medir a va-
riabilidade entre as linhagens analisadas, suspens@ies de
conidios das linhagens prototréficas foram irradiadas
conforme descrito no item 3.

Os resultados das porcentagens de conidios
sobreviventes nos diferentes tempos de irradiag3io encontram-
se na Tabela 2.

Pode-se obserwvar através das Figuras 1 a 190,
que dentre as linhagens selvagens h& grande variabilidade em
relag3io 4 resisténcia de confidios a irradiagio com luz UV.

As linhagens E&, E9, M3 mostraram—-se mais
resistentes enquanto que as linhagens Major, A1?, Al e A4

mostraram—se mais sensivels.
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Tabela 2. Porcentagens de saobrevivéncia a diferentes tempos
de irradiag8o UV de conidios das linhagens proto-

tréficas de Meatarhizium anisopliae.

Porcentagens de sobrevivéncia

t_inhagens Tempo
O 1 2 4 & 8 16

A4 100 55,20 1,1 0,30 0,20 0,14 0,01
ALl9 100 61,0 0,98 0,96 0,95 0,02 0,001
Al 100 30,0 10,533 1,08 1,08 1,0 -
Eb 100 25,41 80,02 71,41 69,84 0,98 0,06
E? 100 96,00 52,14 31,01 30,16 0,70 0,10
M 100 535,47 20,18 6,31 6,01 0,68 0,001
MS 100 68,53 53,01 4,10 3,8 0,05 0,002
MT 100 78,54 8,47 2,15 2,13 0,001 0,0
Major 100 35,16 8,0 1,23 1,0 0,01 0,0
RJ 100 46,24 9,0 0,18 G,10 0,08 0,001

FRIGO (1983) cbteve dados semelhantes para a
linhagem A1? entretanto para as linhagens E&6 e E9 ha varia-
bilidade nos dados de literatura como vistos em SILVEIRA
(1983), MESSIAS (1979) e SANTOS (1978). LEITE (1987),
analisando a resisténcia de diferentes linhagens a luz UV
observou que em duas delas, uma isoclada na Polonia e outra

na Bahia, a sensibilidade foi muito grande, refletindo-se
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numa baixa esporulagdo e na 1indugido de um estado de
senilidade irreversivel, o que 1impediu a realizagio de
bioensaios.

A fonte de irradiagao tem um grande efeito
sobre os resultados pois dependendo da idade da fonte havera
malior ou menor resisténcia dos confidios & irradiagio.

A literatura frequentemente apresenta dados
de irradiagdo com luz ultravioleta (BAGALHI, 19873 LEITE,
19873 LUNA, 19833 FRIGO, 19833 CORREA, 19833 PIZZIRANI,
1977) e esses dados mostram que a luz ultravioleta & um dos
mais eficientes e seguros métodos de se obter mutantes em
fungos filamentosos.

Outro aspecto a ser observado & que fungos
entomopatog#nicos sendo sensivels & radiag3ido wultra—-violeta
podem ter ai o seu fracasso como biocontroladores. O espec-
tro ultravioleta da luz solar na maior parte das vezes &
negligenciado e uma boa linhagem biocontroladora sendo
sensivel a 1luz UV quando 1levada a campo resulta num
fracasso.

VALLE (1984} analisou a influé&ncia da luz de
diversas cores sobre o crescimento e esporulagio de Metar-—
hizium anisopliae e observou que a luz UV visivel estimulam
a esporulagdo e que a luz visivel diminui a viabilidade de
confidios, sendo que a malior produgio destes ¢é devido a

interagdo linhagem x meio de cultura x fonte de luz.
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4.2. Obteng3o de mutantes

Outro parametro indicador de variabilidade
entre as linhagens, foi analisar o uso da luz UV como fator
de obtengXo de mutantes.

Baseando—se nas curvas de sobrevivéncia obti-
das para as linhagens prototr&ficas, conidios dessas linha-
gens(i@é confdios/m}l) foram submetidos a irradiaglo com luz
UV a nivel de 3% de sobrevivéncia para obtengio de mutantes.

Como pode se observar na Tabela 3 e Figura
11, a luz UV se mostrou eficiente na obtengiIo de mutantes
morfolégicos. A esse método, onde irradiamos o material e
observamos diretamente o possfivel surgimento de mutantes
damos o nome de isolamento total.

Através do isolamento total as 10 linhagens
prototr&éficas utilizadas foram eficientes em produzir pelo
menos um mutante morfolédgico, sendo que para cada linhagem
foram ensaiadas em média 300 coldnias.

A linhagem MT foi a que maior ndamero apresen-—
tou- 17, sendo que dois deles eram compacto, 1isto &,
apresentavam crescimento radial da colénia reduzido.

A semelhanga do que ja& observado por SILVEIRA
(1983), FRIGO (1983) e BAGALHI (1987) duas classes de
colorag3io de conidios podem ser mais encontradas: uma de

confdios amarelados e outra de confidios acinzentados, que
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SILVEIRA (1983} e BAGALHI (1987} também chamaram de conidios
vicleta e que hid maior uniformidade de colorag3o entre os
mutantes de conidios acinzentados do gque entre os confidios
amarelados, que podem variar do amarelo claro, a um amarelo

esverdeado.

Tabela 3. Mutantes morfoldgicos obtidos por irradiagioc das

linhagens com luz UV.

Linhagem Namero Fendtipo
A4 1 verde claro ¥
AlQ - -
Al 2 amarelados
E6 2 amarelados
EQ 3 compactos, esverdeados
M 1 amarelado
MS 1 amarelo
MT 17 2 acinzentados, compactos
13 amarelos
Major 1 verde claroc X
RJ - -

¥ Este mutante reverteu a colorag3o original apdés a la. re—

picagem.
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pilae com luz UV.
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Observou-se também que a idade da colénia
influenciou na variag3o da colorag3io. Coldnias amarelas
quando novas apresentavam um tom bem claro de coloragXo. A
medida que envelheciam iam se escurecendo, chegando préximo
de um verde—-claro sujo. Colédnias bastante velhas, com mais
de vinte dias de crescimento, chegavam a apresentar
colorag3io préxima de um cinza forte.

A composig3io do meio de cultura e valor de pH
também foram fatores que alteraram a coloragio das colénias,
sendo que tanto as prototréficas quanto mutantes sempre
voltavam ao que se estipulou ser coloragio normal, gquando a
composi¢g3o e pH do meio de cultura voltavam aos padr8es do
meio completo (MC) de Pontecorvo et alii (item 3.2.2).

Os 17 mutantes morfolégicos obtidos da linha-
gem MT foram ensaidos para se tentar induzir uma marca
auxotréfica porém em 2350 coldnias ensaiadas n3o se obteve
nenhum mutante auxotréfico.

A caracter istica comum a todos os mutantes
obtidos foi apresentarem um crescimento bastante lento
em relagido as linhagens prototréficas e os 2 mutantes
compactos obtidos atingiram 2 cm de diadmetro de colénia apds
18 dias de crescimento. Estes mutantes, de conidios
acinzentados, ser3io objeto de andlises futuras, na tentativa

de se conhecer a origem de seu aspecto t3o diferenciado.
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4.3, Obteng3o e regeneragdo de protoplastos

A obteng3ao de regeneragio de protoplastos s3ao
outros fatores de medida de variabilidade entre as linhagens
prototréficas de Metarhizium anisopliae.

Nas Tabelas 4 e 5 estiao oOs resul tados
encontrados para protoplastos obtidos a partir de mic£lio e
a partir de tubos germinativos.

Observa-se que h& grande variabilidade tanto
na produg3iao quanto na regeneragdo de protoplastos nos
difereﬁtes estabilizadores ensaiados que ha variabilidade
entre linhagens, como se pode observar nas Figuras 112, 13,
14 e 15S.

DAVIS (1985) observa que varios tipos de
estabilizadores osmédticos tém sido usados para isolamento de
protoplastos de fungos filamentosos, incluindo sais
inorg&nicos e agucares.

Dependendo do organismo tanto o tipo quanto a
concentragio do estabilizador osmético a influéncia a
produg3ao e estabilidade de protoplastos.

Sais inorgénicos tém apresentado os melhores
resultados tanto na produg3o quanto estabilidade de

protoplastos de fungos filamentosos .
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Tabela 4. NaGmero de protoplastos obtidos a partir de micélio
nos diferentes estabilizadores e respectivas por-
centagens de Eegeneraqéo em MC mais o estabiliza-
dor em analise.

Ne de protoplastos % de regeneragio em

Linhagem (iOélml) MC +

£st.1 Est.2 Est.3 Est.1 Est.2 Est.3
A1 2,1 1,0 0,8 2,0 1,4 0,1
A4 3,2 1,1 0,6 2,1 1,8 0,3
Al 3,82 0,9 0,5 i,8 0,6 0,1
E6 4,01 1,0 0,5 0,9 2,0 0,14
EQ? 14,0 2,0 0,6 2,1 2,95 0,12
™ 15,0 1,1 0,3 0,82 0,3 0,10
MS 3,3 0,4 0,1 1,6 0,18 0,10
MT 11,0 5,0 0,6 13,0 3,0 0,8
Major 2,0 0,4 0,01 i,1 0,4 0,001
RJ 21,0 10,0 1,0 12,0 2,7 0,28
Est 1 = 0,7 M Kcl
Est 2 = 0,6 M (NH¢)250¢

Est 3

= 1,2 M Sorbitol
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Figura 12. Nimero de protoplastos obtidos a partir de micé-

l1io em 3 estabilizadares osmdéticos diferentes.
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Figura 13. Regenerag¢3o de protoplastos obtidos de micélio em

estabilizadores aosmbéticos diferentes.
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Tabela 5. Ndmero de protoplastos obtidos de tubos germina-
tivos em diferentes estabilizadores e respecti-
vas porcentagens de regenetragfo em MC + o esta-

bilizador.

Ne de protoplastos % de regeneragac em
Linhagem (iOé/m}) MC +

Est.1 Est.2 E=st.3 Est.1 Est.2 Est.3
A19 1,8 0,82 0,2 3,4 1,1 O,1
A4 2,0 1,34 0,21 2,8 1,6 0,09
Al 2,1 0,94 0,61 2,1 0,32 0,01
E& 3,0 1,04 0,36 2,9 3,2 0,011
ge 3,2 0,98 0,42 3,4 3,0 0,04
M 10,3 4,0 1,0 2,08 1,4 0,1
MS 1,42 0,96 0,3 2,4 0,97 0,092
MT 9,1 2,6 0,82 13,84 2,83 0,64
Major i,1 0,73 0,12 1,5 0,8 0,001
RJ 12,1 4,13 2,13 11,25 3,21 0,36

Est.1 = 0,7 M KC1
Est.2 0,6 M (NH4)2504
Est.3 1,2 M Sorbitol
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Figura 14. Ndmero de protoplastos obtidos a partir de tubos

iy

germinativos em 3 estabilizadores diferentes.
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Figura 15. Porcentagem de regenerag3io de protoplastos obti-

dos de tubos germinativos em MC mais 3 diferentes

estabilizadores osmbticos.
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Os resultados apresentados tanto de produg3o
quanto regeneragio de protoplastos das 10 linhagens proto-
tréficas em estudo confirmam que sais inorganicos s3o mails
adequados para fungos filamentosos. Principalmente para
Metarhizium estes dados ja vem confirmar o que fol encontra-
do por SILVEIRA (1983), FRIGO (1983), BAGALHI (1987) e
VALADARES (1989) embora BAGALHI tenha tido bons resultados
utilizando-se 0,6 M sacarose com estabilizador osmético.

PEBERDY (1979, 1980) observa que os aspectos
relacionados a reconstitui¢gio da parede e regeneragio de
protoplastos s3o os mais intensamente estudados, entretanto
a raz3io porgque a regeneragio varia tanto ainda &
desconhecida.

Analisando—-se os dados das Tabelas 4 e 5 e
Figuras 12 a 15 observa—-se que a linhagem Major apresentou a
menor produg3io e regenerag¢gio utilizando-se 1,2 M sorbitol
como estabilizador osmético. Em nenhum dos tratamentos houve
regeneragio nula.

Pode—se observar também gque para Metarhizium
anisopliae nio ha grandes diferengas em se obter protoplas-—
tos a partir de micélio ou de tubos germinativos.

Observa—-se que algumas linhagens apresentaram
altas taxas de produg3io e regeneragio tais como as linhagens
M e RJ nos estabilizadores ensaiados e modos de produg3o.

Tanto SILVEIRA (1983) guanto BAGALHI (1987)
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obtiveram taxas de regeneragio menores. Sugere—se que as
altas taxas obtidas neste trabalho estejam relacionadas a
maior recuperagio de protoplastos, onde foi usada filtragiao
e naoco centrifugagado para recuperia-los apdés o tratamento
1ftico e também & sensivel melhoria na qualidade da enzima
Novozyn utilizada nestes experimentos. Para os primeiros
lotes de Novozym utilizados obtinha-se a maior produg3o de
protoplastos apéds 180 minutos de tratamento. Com a nova
Novozym este tempo as vezes se reduz para &0 minutos para
linhagens como a R3, MT, M, E9 e Al.

Para Metarfizzium ainda h&d muito que se estu-
dar quanto ao uso de estabilizadores osméticos, modos de
produgaoc e regeneragaoc de protoplastos, principalmente
visando futuros trabalhos de transformaglo, onde uma boa
produgc3do e regenera¢gdao de protoplastos saoc etapas funda-
mentais.

Quanto a citologia dos protoplastos, a
técnica de BORGES (1987) se mostrou muito eficiente para a
coloragao de ndcleos e visualizagio das estruturas de um
protoplasto.

Todas as linhagens ensaiadas em ambos proces-—
sos apresentaram em média de G0 a 6574 de protoplastos uni-
nucleados e somente 3% delas apresentaram protoplastos
polinucleados isto € de S ou mais que 5 ndcleos. 0 tamanho

deles também variou entretanto nioc se consequiu estabelecer
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uma relag3io entre tamanhos de protoplastos. A linhagem MT,
usando digest3io de hifas, chegou a produzir protoplastos de
tamanho maior e polinucleados. PEBERDY (197%9) sugere que
variagd@ies no tamanho de protoplastos sejam puramente osmd—

ticas.

4. 4. Caracterizagdo de Metarhizium anisopliae guanto a

produ¢gdo de exoenzimas

A variabilidade quanto & produg3io de amilase,
protease e lipase foili estudada como parametro de diferen-
ciag3do entre as linhagens prototréficas A4, AL9, Al, ES, EF,
M, M5, MT, Major e RJ.

A produg3do das exoenzimas fol expressa na
forma de findice enzimatico.

Indice enzimatico, neste trabalho, foi consi-
derado como sendo a relag3do entre o diametro da colénia +

halo e o didmetro da colénia.

didmetro (colénia + halo)

indice enzimatico = didmetro da colénia

A Tabela 6 resume as atividades de produg3o
de amilase, lipase e protease, das linhagens em estudo,
expressas em indice enzimAtico, como pode se observar na

Figura 16.
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Para amilase observa-se que ha variabilidade
entre as linhagens sendo a linhagem Al9 a que mais produziu,

o que também pode ser observado pelas anilises estatisticas.

Tabela 6. Atividades de produg3o de amilase, lipase e pro-—
tease de 10 linhagens selvagens de M. aniscopliae

expressas em indice enzimatico.

Linhagem amilase lipase protease
Alq 1,84 1,0 1,0
A4 1,39 1,0 1,0
Al 1,78 1,0 1,0
E& 1,21 1,0 1,38
ES 1,26 1,32 1,18
M 1,82 1,25 3,5
M5 1,0 1,0 1,0
MT 1,54 1,0 1,68
MJ 1,38 1,0 1,0
RJ 1,0 1,0 1,0

A semelhan¢a do gque foi observado por SCA-
GLIA-PACHECO DE ALMEIDA (1988) na2oco se detectou atividade
amilolitica para a linhagem M5, sendo as linhagens A19, Al e

M as mais destacadas.
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Figura 1&6. Atividades de produgio de amilase, lipase e pro-

tease por 10 linhagens selvagens de M. anisopliae

expressas em indices enzimaticos.
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VALADARES (198%9) analisou a produgio de ami-—
lase nas linhagens E6, "E6-7, E6-8, E9, E9019 e E?P-20,
crescidas em melio para atividade amilolitica, contendo ou
n3o glicose. N30 observou variabilidade entre elas a n3o ser
para o mutante E6-7 onde houve pequena variag3io para ativi-
dade e observou també&m que o meio sem glicose revelou
malores mé&dias de indice enzimatico.

LEITE (1987) comparando a atividade amilolf-
tica de diferentes linhagens entre si observou variabilida-
de. Entretanto, quando comparou a atividade em diferentes
concentragdes de substrato n3o obteve linearidade de
resposta.

ROSATO et alii analisando onze linhagens de
Metarhizium observaram variabilidade, havendo linhagens que
apresentaram indices enzim&ticos iguais a 1,0, o mesmo que
SILVA (1983) obteve com mutantes n3o produtores de amilase.

SO0SA-GOMEZ (1983) também observou variabili-
dade na produg3io de amilase em diferentes 1isolados de M.
anisopliae.

Considerando as observagdes de VALADARES
(1989) de que meios de cultura conténdo somente amido deve-
riam expressar melhor o verdadeiro potencial amilolitico das
linhagens, tentou-se o uso do meio de manipueira (efluente
de indidstria de mandioca) que apresenta alta porcentagem de

amido. N3Io houve crescimento em nenhuma das 10 linhagens
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ensaiadas. Tal resultado pode estar relacionado a presenga
de fontes alternativas de carbono, de acordo com ROBERT &
MESSING-AL-AIDROAGS (1985) que observaram que o sistema de
produg3io de amilase & do tipo repressivo e indutivo.

A atividade lipolfitica s6 foi detectada nas
linhagens E9? e M. VALADARES (1989), LEITE (1987) e S04SA-
GOMEZ (1983) trabalhando com outras linhagens também obser-—
varam findices de atividade lipolitica 1i1guais a 1,0 (um),
indicando que essas linhagens n3o apresentaram atividade
lipolfitica, pelo menos extracelularmente.

SCAGLIA-PACHECO DE ALMEIDA (1988) observou
que mesmo em mutantes produtores de lipase 1isolados da
linhagem M houve variabilidade de produg3o havendo inclusive
colédnias com fndice de atividade 1lipolftica igual a 1,0
(um) .

A atividade proteolitica foi detectada nas
linhagens E&, E9, M e MT, sendo maior atividade detectada na
linhagem M, & semelhanga de SCAGLIA-PACHECO DE ALMEIDA
(1988).

VALADARES (1989) obteve crescimento de coldé-
nias em meio contendo gelatina (que & usado para se detectar
atividade proteolitica) sem no entanto verificar os halos de
exportagio da enzima, ao contririo do que verificou em meio

contento leite, onde os halos foram visualizados.
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GABRIEL (1968) observou atividade proteolf ti-
ca em meios contendo gelatina ou leite em p&; sugerindo que
este fato por si sé n3o & indicag3io de qgue fungos entomo-—
patogénicos sejam capazes de utilizarem diferentes tipos de
proteinas, sendo gque os substratos podem atuar como induto-
res ou inibidores das proteases.

A variabilidade quanto & atividade proteoli-
tica também foi detectada nas diferentes linhagens de /Me-
tarhizium utilizadas por LEITE (1987), SILVA (19886), SOSA-
GOMEZ (1983) e ROSATO et alii (1981).

Na tentativa de se obter diferentes respostas
dentre as linhagens ensaiadas, utilizaram—-se meios de cul tu-
ra contendo duas diferentes concentrages de cloreto de
cilcio e em contraste com SCAGLIA-PACHECO DE ALMEIDA (1988)
a linhagem M respondeu bem a concentrag3io de 0,2 mg/ml de
cloreto de c&lcio em meio de atividade protelitica. A refe—
rida autora n3o observou influencia das diferentes concen—
trages de CaClz nos resultados obtidos. N3o houve diferenga
de respostas nas linhagens A19, A4, E?, M5, Major e RJ a
semelhanga de SCAGLIA-PACHECO DE ALMEIDA (1988), como
mostram a Tabela 7 e Figura 18.

Diante da variabilidade observada quanto a
produgiZo de exoenzimas, irradiaram—-se confidios das 10
linhagens em estudo com luz ultra-violeta por 2 a 4 minutos

e avaliaram—-se os indices enzim&ticos.
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Figura 17. Atividades de protease de 10 linhagens selvagens
de M. anisopliae crescidas em duas concentragdes

de CaClz e expressas em indices enzimaticos.
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Tabela 7. Indices enzimaticos da produgio de protease de M.
anisopliae crescidos em diferentes concentragdes

de CaClz (mg/mi).

tinhagem 0,1 mg/ml CaClz 0,2 mg/ml CaClz
Al9 1,0 1,0
A4 1,0 1,0
Al 2,93 2,70
Eb 1,34 1,37
Eg 1,34 1,34
M 1,28 3,0
MS 1,0 1,0
MT 1,64 1,67
M3 1,0 1,0
RJ 1,0 i,0

Como se ocbserva na Tabela 8, n%oc houve dife-
rengas estatisticas entre os fndices enzimdticos de cada
atividade analisada nos diferentes tratamentos efetuados.
Isto quer dizer que a irradiag3d3o n3o afetou, pelo menos
quanto a essa maneira de anadlise, os indices enzimidticos. As
linhagens que produziam e exportavam excenzimas continuaram
como antes e a irradiagadoc por si s ndo foi agente i1indutor
de variabilidade detectavel quanto a esses indices enzima-

ticos.
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Tabela B. Indices enzimaticos de 10 linhagens de M. aniso-
pliae irradiadas por 2 e 4 minutos com luz ultra-
violeta. l
Amilase Lipase Protease
Linhagem t2 ta t2 ta t2 t4
A19 1,74 1,68 1,0 1,0 1,0 1,0
A4 1,48 1,31 1,0 1,0 1,0 i,0
Al 1,76 1,80 1,0 1,0 1,0 1,0
E6 1,20 1,23 1,0 1,0 1,38 1,20
EQ 1,20 1,27 1,37 1,32 1,0 1,0
M 1,85 1,81 1,21 1,29 1,80 3,65
MS 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0
MT 1,39 1,41 1,0 1,0 1,52 1,50
M3 1,29 1,39 1,0 1,0 1,0 1,0
RJ 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0

4.85.

caracterizar linhagens de #.

Caracterizag3io eletroforética de linhagens

de Metarhizium anisopliae

4.85.1. Anadlise dos padrdes de esterases

Padrdes de

esterase

té&m

anisopliae.

sido usados para
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Figura 18. Atividade de produg3o de amilase, expressas em

indice enzimatico, por 10 linhagens de M. anliso-—

pliae expostas 2 min e 4 min a radiaglo UV.
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Linhagens

Atividade de produgido de lipase, expressa em in-

Figura 192.
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Figura 20. Atividades de produgidoc de protease, expressas em
indices enzimiticos, por 10 linhagens de M. ani-

soplise expostas 2 min e 4 min & luz UV,
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As linhagens A19, A4, Al, E6, E9, M, M5, MT,
Major e RJ foram analisadas quanto ao padriXo de estereses,
tanto a a—esterase quanto a f3—-esterase.

A Figura 19 € o zimograma que esquematica-—
mente ilustra os padr3es de esterases para as 10 linhagens
ensailiadas.

Os padrdes eletroforéticos de enzimas
soldveis e outras proteinas em fungos representam a mani-
festagdo direta da constituig3o genética da célula e podem
ser utilizados para fins taxondmicos.

A partir do padrio de bandas nesse zimograma
foi efetuada anadlise de agrupamentos (SNEATH & SOKAL, 1973),
calculando-se o coeficiente de Jaccard e wutilizando-se o
algoritﬁo UPGMA (unweighted pair group method with arith-
metic average) como se vé& nas Tabelas 2 e 10.

0 dendrograma (Figura 20), que mostra grafi-
camente as semelhangas e divergéncias entre as linhagens
ensaiadas fol construido usando—-se o programa NTSYS-pc 1.40
(ROHLF, 1988).

Pela anadlise do dendrograma observamos que
segundo os padrdes de esterases obtidos as linhagens mais
préximas entre si s3o M e M5, A4 e RJ e E6 e E?9 e as mais

distantes entre si s3io A19? e Major.
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Figura 21. Representagio esquemidtica do zimograma de este-
rases de micélio de 10 linhagens selvagens de /M.

anisopliae.
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Figura 22.

Dendrograma (fenograma) UPGMA ilustrativo das in-
terrelagSes entre 10 linhagens selvagens de M.
anisppliae utilizando—se como medida de semelhan-
¢a o coeficiente de Jdaccard com base no padr3o
enzimatico.
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Dendrograma (fenograma) UPMGS ilustrativo das in-
terrelagtes entre linhagens selvagens de M. ani-
sopliae utilizando—-se comc medida de semelhanga o
coeficiente de Jaccard com base no padr3a isoen-—
zim&tico de esterase, a partir de DE CONTI et
alii (1980).
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LUNA (1985) através de caracterizagBes cito-
l6gicas observou que as linhagens A4 e M3 eram as mais des-—
semelhantes do conjunto analisado, sugerindo inclusive novas
espécies para A4 e Major. Entretanto, gquanto ao padr3o de
esterases A4 & préxima de RI e préxima de MS.

Como visto no item 2.1 TULLOCH (1976) consi-
dera a linhagem Major como variedade a parte dentro da
espécie Metarhizium anisopliae e LUNAR (1985) devido a
particularidades da limnhagem MJ chega a 1lhe sugerir nova
espécie. Observa-se analisando a Figura 22 que realmente a
linhagem Major € a mals dessemelhante do conjunto e no
transcorrer deste trabalho observou-se que esta linhagem tem
crescimento mais lento que as demais, confidios maiores e de
colorag3o verde bem escura.

MESSIAS et alii (1983) analisaram 7 linhagens
de M. anisopliae, isoladas no Brasil, Estados Unidos e
Samoa, sendo &6 do tipo minor e uma major através de croma-
trografia a gas (GC) e pirolise— cromatografia a gas (PGC).
Dentre as linhagens minor estavam a E6, E9 e A4. Sob estes
parametros observou que as linhagens E6 e E? sZo idénticas
entre si1 e a A4 foi a que mailis diferiu de todas do grupo
minor, apresentando a maJjor um comportamento diferenciado.

SILVEIRA (1983) e VALADARES (1989) também
observaram variabilidade quanto aos padr@ies de esterases

mostrados pelas linhagens E6, E9, RJ e mutantes obtidos
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dessas linhagens. Sugerem 1inclusive qgque a presenga ou
auséncia de determinadas bandas esteja ligada 2a plodia das
células.

DE CONTI et alii (1980) analisaram o padrio
de esterases de 11 linhagens selvagens de M. anisopliae e
dentre elas estavam as linhagens E6, E? e Al9. Identifica-
ram 35 conjuntos de padrdes gquanto a presenga e motilidade de
bandas.

A partir dos dados de DE CONTI et alii e
utilizando-se do mesmo esquema de analise (coeficiente de
Jaccard e o algoritmo UPGMA) obtiveram—se as Tabelas 11 e 12
e o dendrograma mostrado na Figura 23.

A semelhanga do que se encontrou neste tra-
balho, a Figura 21 mostra gque, quanto ao padrio de bandas
para esterases obtido por DE CONTI et alii (1980), as li-
nhagens E6 e E9 s3o idénticas entre si e distintas da 1i-
nhagem Al19.

ALVES (1982) e SOSA-GOMEZ (1983) também obti-
veram alta variabilidade entre linhagens analisando o padr3o
de esterases.

ALVES (1982) analisou 7 isolados de M. ani-
sopliae e entre eles a linhagem E9 e SO0OSA-GOMEZ (1983)
analisou 11 isolados & semelhanga do que se faz com os dados
de DE CONTI et alii (1980) obtiveram—-se os dados das Tabe-

las 13, 14, 15 e 16 e Figuras 24 e 25.
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Tabela 11. Matriz 5x5. Ceoeficiente de Jaccard a partir da
anadlise de zimogramas de esterases obtidos por DE
CONTI et alii (1980).
1 2 3 4 5
1 1,000
2 0,333 1,000
3 0,333 0,222 1,000
4 0,286 0,286 0,125 1,000
5 0,800 0,286 0,286 0,230 1,000
Tabela 12. Matriz 3x5. Método UPGMA e coeficientes de Jac-—
card a partir de DE CONTI et alii (1980).
1 2 3 4 S
1 1,000
2 0,310 1,000
3 0,310 0,333 1,000
4 0,237 0,237 0,237 1,000
b 0,800 0,310 0,310 0,237 1,000
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Tabela 13. Matriz 7x7. Coeficiente de Jaccard a partir da

analise de zimogramas de esterases obtidos por

ALVES (1982).

1 2 3 4 5 & 7
1 1,000
2 1,000 1,000
3 0,250 0,250 1,000
4 0,200 0,200 0,667 1,000
=) 0,250 0,230 0,143 O,111 1,000
b6 O,111 0,111 0,333 0,429 0,333 1,000
7 0,000 0,000 0,143 0,250 0,143 0,333 1,000
Tabela 14. Matriz 7x7. Método UPGMA e coeficientes de Jac-
card a partir de ALVES (1982).
1 2 3 4 S & 7
1 1,000
2 1,000 1,000
3 0,154 0,154 1,000
4 0,154 0,154 0,667 1,000
5 0,250 0,154 0,154 0,134 1,000
6 0,154 0,154 0,381 0,381 0,154 1,000
7 0,154 0,154 0,242 0,242 0,154 0,242 1,000
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Figura 24. Dendrograma (fenograma) UPGMA i1lustrativo das in-
terrela¢Bes entre linhagens selvagens de M. ani-
sopliae utilizando—-se como medida de semelhanga o
coeficiente de Jaccard com base no padrioc isoen-—
zimatico de esterases, a partir de ALVES (1982).
{036 SPL-3F
T 0 050 PL-52T
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Figura 25.

Dendrograma (fenograma) UPMGA ilustrativo das iq—
terrelag®es entre linhagens selvagens de M. ani-
sopliae utilizadas como medida de semelhanga o
coeficiente de Jaccard com base no padr3o isoen-
zimAtico de esterases, a partir de S0SA-GOMEZ
(1983).
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Embora utilizando uma terminoclogia diferente
da utilizada neste trabalho, os resultados desses autores
nos permite visualizar a variabilidade existente entre
diferentes isolados de M. anisopliae.

A Figura 24 obtida a partir dos dados de
ALVES (1982) mostra que 2 linhagens, a SPL-3F e PL-2 s3o
idénticas entre si e que todos os isoclados analisados
divergem da linhagem E9.

A Figura 25 obtida a partir dos dados de
SOSA-GOMEZ (1983) mostra que ha grande variabilidade entre
as linhagens analisadas e que, embora N30 se possam comparar
diretamente os resultados deste trabalho com o0os mostrados
nas Figuras 22 e 23 fica evidente que linhagens de Metar-
hizium anisopliae divergem geneticamente entre si quanto
aoc padrao de esterases obtido e que esse parametro pode ser

utilizado como indicador de variabilidade.

4.6. Anilise do DNA mitocendrial (mtDNA)

A anidlise do DNA mitocondrial foi também es-—
colhida como parametro para se detectar a variabilidade
entre as dez linhagens selvagens escolhidas: A4, AR19, A1,

E&, E9, M, M5, MT, MJ (Major) e RJ.
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0O mtDNA obtido segundo o item 3.7 foi sub-
metido & digestao total ‘com as endonucleases de restrig3o
EcoRI e Hind III resultando numa série de fragmentos que
foram submetidos & eletroforese em gel de agarose (item
3.14).

As comparagdes de fragdes (F) de bandas co-

muns entre as linhagens foram feitas através da fdrmula:

onde cxy representa o namero de bandas comuns as linhagens X
eYe u, representa o nuamero de bandas unicas (KOZLOWSKI et
alii, 1982).

A Figura 26 mostra esquematicamente o padr3o
de bandas do mtDNA das 10 linhagens em anilise tratados com
a endonuclease Eco RI e a Figura 23 mostra o padrio obtido
com Hind III.

A Tabela 17 mostra os valores de F obtidos da
comparag3io entre bandas produzidas por Eco RI e a Tabela 18
mostra os valores de F para Hind III.

Como pode se observar pelas Figuras 26 e 27
h& uma forte evidéncia de origem comum das 10 linhagens

analisadas, embora algumas diferengas possam ser notadas.
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Tabela 24. Valores de F (fragio de bandas comuns entre 1i-
nhagens testadas) para 10 linhagens selvagens de

Metarhizium aﬁisop}iae tratadas com Eco RI.

Linhagens comparadas F

R4-(A19, Al, E&, ET, M, MT, RJ) 0,86
A4—MS 0,75
A4-Major 0,86

Tabela 25. Valores de F (fragdo de bandas comuns entre
linhagens testadas) para 10 linhagens selvagens

de Metarhizium anisopliae tratadas com Hind III.

{ inhagens comparadas F

A4—-(Al, E6, ET, M, MT) 0,83
AR4—-(A19, MD3) 0,83
A4—-Major 0,77

A4-RJ 0,92




Figura 26.

Figura 27.
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Representag3do esquematica dos padrBSes de bandas
obtidos pelo tratamento do DNA mitoccondrial de 10
linhagens selvagens de M. anisopliae ctom a endo-
nuclease Eco RI. A coluna da extrema direita é
DNA de fago Kk cortado com Hind Il1I e wusado como
referencial.
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Representagio esquematica dos padrdes de bandas
obtidos pelo tratamento do DNA mitrocondrial de
10 linhagens selvagens de M. anisopliae com a3
endonuclease Hind Il1l. A coluna da extrema di-
reita € DNA de fago A cortado com Hind II1l e usa-—
do como referencial.
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A digest3o do mtDNA com Eco RI deu origem aos
seguintes conjuntos de padrdes de bandas:

conjunto 1: linhagem A4

conjunto 2: linhagem MS

conjunto 3: linhagem Major (MJ)

conjunto 4: linhagens A19, Al, E&6, E9?, M, MT

e RJ

Pela Tabela 24 observa-se gue embora os
resul tados de F obtidos pela comparagio do conjunto 1 com 3
e 1 com 4 sejam iguais (0,886), o padr3io de bandas ¢& dife-
rentes.

A digest3ioc do mtDNA com Hind III (Tabela 295)
deu origem aos seguintes conjuntos de padr@es de bandas:

conjunto 1: linhagens Al, E&6, EF, M e MT

conjunto 2: linhagens A19 e MS

conjunto 3: linhagem A4

conjunto 4: linhagem Major (MJ)

conjunto S: linhagem RJ

A digest3o com Eco RI deu o menor F (0,73) e
a digest¥o com Hind III deu o maior F (0,92).

0s padr8es de digest3io obtidos tanto com Eco
RI e Hind III nos permitem observar que a estrutura primaria

do mtDNA de Metarhizium ¢ altamente conservada e gue os
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resul tados de F s& nos permitem observar o grau de bandas em
comum, quando os padrdes s3io comparados entre si.

0O que fica claro, entretanto, ¢ que embora
sendo fenotipicamente bem distintas, as linhagens de flfetar-
hizium anisopliae t&m uma origem comum e somente estas
comparagoes n3io s3o suficientes para separad—-las em unidades
taxondmicas mais diferenciadas.

LUNA (1983) observou através de analise cito-—
l16gica grande diferenga entre as linhagens A4, MS e Major,
sugerindo inclusive novas unidades taxondmicas para elas.

A andlise do DNA mitocondrial tamb&ém mostra
variabilidade, embora em grau muito menor.

HINTZ et alii (19835) observaram heterogenei-
dade entre padrdes de restrigio em mtDNA de Agaricus bitor-
quis e homogeneidade em Agaricus brunnescens e ECONOMOU et
alii (1987) observaram que a heterogeneidade obtida nos
padrdes de restrigio em 2 linhagens de Coprinus cinereus era
devida a inserg¢gBes alternativas de pequenos pedagos de DNA
de 1,23 Kb e que a detecgio desses fragmentos foi feita
através de hibridizag@es com sonda obtida de Neurospora
crassa. A presenga de inserg¢gSes també&m foram observadas nos
trabalhos de WEBER et alii (1986), AHNE et alii (1984), Wy
et alii (1983), COLLINS & LAMBOWITZ (1983) e EARL et alii

(1981).
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KOLOWSKI et alii (1982) observaram que para o
mtDNA seria interessante também calcular as sequé&ncias de
divergéncia, 1sto ¢, o grau de substituigio de pares de
bases nos diferentes mtDNA analisados. Entretanto, em nossas
condigBes, € uma técnica ainda dificil de se aplicar. Os
autores acima citados observaram também que a anilise de
seqiéncias de divergéncias deve ser aplicada com reservas em
mtDTNA de fungos. Primeiro, parece que a taxa de substitui-
¢3o de pares de bases n3io € 1gual para todas partes do ge-
noma mitocondrial. Segundo, que algumas das mudangas no
padr3io de restrig3do podem ser devidas a insergdes (ECONOMOU
et alii, 1987) e terceiro, que estamos apresentando aqui os
padrSes de restrigio e n3o mapas de restrig3lo.

KOZLOWSKI et alii (1982) observaram também
que para mami feros a taxa de evolug3io do mtDNA & dez vezes
mals rapida que para o DNA nuclear e que em fungos n3o se
conhece a taxa de evolugido do genoma mitocondrial. Entre-
tanto, se considerarmos que a taxa de evolug3do dos genomas
mitocondriais de linhagens do gé&nerc Metarhizium seja cons-—
tante, ent3io os valores das seqtiéncias de divergé&ncia ser3io
proporcionais ao tempo de evolug3do quando as linhagens forem
comparadas separadamente.

Alguns coment&rios sobre o grau de credibili-
dade dos resultados obtidos devem ser feitos. Os pesos mole-—

culares dos fragmentos de DNA s3io geralmente calculados com
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erro de precis3io em torno de 5%, mas & 1importante observar
que a molécula do mtDNA & circular e que a identificag3io de
duas bandas como idénticas pode ser feita n3ao somente com a
comparagdo de seus pesos moleculares mas também por suas
posig3es relativas em comparagio com outras bandas e infor-
magBes adicionais podem ser obtidas através de dados de
hibridizagdo ou de comparagiao com padrdes de restrigao
abtidos através de diferentes misturas de endonucleases.
Também & dificil estimar o erro de cAlculo da fragao F.
Quando F se aproxima de 1,0 ocorvre o maAximo de precisao
entretanto, quanto mais F se afasta de 1,0 maior &€ a possi-—
bilidade de interpretagdBes errdneas.

Este trabalho deixa em aberto o usoc da téc-
nica da RFLP, como poderi ser observado no item subsequente,
para detecgio de padrdes de restrigio através de hibridiza-

¢Oes com sondas especificas com DNA mitocondrial.

4.7. RFLP

Para realizagXo da anAdlise do polimorfismo
dos segmentos de restrigio (RFLP) foram escolhidas as 20
linhagens de Metarhizium anisopliae que se seguem: A4, Al9,
Al, E6, E9, M, M5, MT, Major, RJ, E9-19, E9-20, E9-23, E6-8,

RJ-37, PL 48, PL 143, PL 255, PL 866 e PL 959.



137

G DNA total dessas linmhagens extrafido segun-—

do o item 3.8.2 e submetido & digestiFo foram monitoradas
através 2 eletroforese em gel de agarose segundo o 1item
3.14.

Ecsses DNA totalmente digeridos foram transfe-—
ridos para 2 membranas de nylon segundo o item 3.18 de tal
maodo que para uma das membranas foram transferidos os  DRA
das 20 linhagens tratadas com Fco RI e para a outra
transferidos os 20 BNA tratados com Hind I11.

A membrana contendo os 20 DNA clivados com
Eco RI foi hibridizada com a sonda pMF2 e a membrana dos DNA
clivados com Hind III foi hibridizada com a sonda EMFA.

A ordem de aplicagzo rlas amostras mos gelis de
agarose pars transferéncia obedeceu a seguinte ordem: na
canaleta da extrema direita foli aplicado um marcador gue
contém seqgii®éncias de nucleotfideos gue se hibridizam com as
sondas, a seguir foram aplicadas as amostras de Metarhizium
(PL 143, PL 48, PL 255, E&4, E9, RJI, Al, A4, M, M5, M™MT, PL
866, ALY, PL 9539, E9-19, E9-20, E9-23, RI-37 e E6-8) e na
canaleta da extrema direita aplicou-se o marcador X/Hind
III, gque & bacteridfago k tratado com a endonuclease Hind
Inm.

3o houve hibridizag3o entre a sonda EMFA
obtida a partir da linhagem E& e os DNA tratados com Eco RI.

=
.

E um resultado sem explicacXo lausivel nols a nonda era
> [
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hom&éloga, isto &€, obtida a partir de DNA semelhante ao das
amostras. 5% ocorreu hibridizag3io com os controles.

J4& a sonda pMFZ hibridizou com as amostras de
DNA tratadas com Hind III porém n3o indicou polimorfismo.

Observando-se cuidadosamente a radiografia em
negatoscépio € possivel visualizar bandas bastante fracas na
parte inferior da canaleta referentes as linhagens A19 e Al.

Estes resultados levam a questionar gqual o
namero minimo de sondas necessarias para se detectar poli-
morfismo e quantas enzimas de restrigio devem ser usadas.

HULBERT et alii (1988) usaram 3535 sondas de
DNAR gend®mico e de cDNA (DNA complementar) para detectar 61
loci de RFLP em 3 isolados heterotalicos de Bremia lactucae
usando as seguintes endonucleases de restrig3io: Bam III, Eco
R1, Eco RV, Hind III e Map I. A enzima Map I n3o foi
eficiente em revelar polimorfismo em alface, o que j& tinha
sido verificado em milho e tomate, apesar de muiito
eficiente para se estudar genes humanos (LANDRY et alii,
1987).

BURR et alii (1983) observaram que em milho o
polimorfismo foi detectado usando—-se de 14 a 18 sondas.

Em Fucalyptus MOURA CAMPOS-PARDINI (Comuni-
ca¢io pessoal) utilizou 60 sondas para detectar polimorfismo

intra e interespecifico entre 10 espécies analisadas.
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8s dados da literatura mostram que o proce-—
dimento mais comum entre os autores & tratar o DNA total do
organismo em analise com um "“"pool” de enzimas de restrig3o
{de 3 a 5) para garantir hibridizag3o, entretanto fica-se
sem saber a origem do fragmento de restrig3io que porventura
tenha se hibridizado.

Nossos resultados, ainda que bastante res-—

"

tritos, deixam claro gque a técnica de marcagzZo de sondas a
frio" ¢ altamente promissora e a melhor opg3ao para
laboratérios que n3o possuam facilidade de uso de

radioisdtopos.

Em nosso trabalho a marcaglo das sondas foi
feita pela incorporag3o de deoxiuridina trifosfatada marcada
com digoxigenina que € um hapteno de esteroide.

A revelagdo entretanto foi realizada segundo
sugest3io de McDOWELL (Comunicag3o pessocal) com wuso da
substancia luminescente AMPPD.

Esta técnica & an&loga & da revelag3io com uso
de radioisdtopos e da mesma maneira permite a reutilizagio
dos filtros apdés remog3o das sondas.

Em outras palavras, quando se utilizam sondas
marcadas radioativamente, apds hibridizagio os filtros s3o
lavados, as sondas removidas e apds as séries de lavagens os
filtros est3o aptos a serem reutilizados.

MANIATIS et alii (1982) observam que filtros
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assim tratados podem ser reutilizados 1indefinidamente, e
esta & a grande vantagem apregoada para o uso da marcagao
isotdpica.

A técnica da marcagio com digoxigenina e
AMPPD entretanto oferece as mesmas vantagens da técnica de
radioisétopos além de requerer menos cuidados no uso e
oferecer a mesma efici&éncia de resolug3lo.

Segundo McDOWELL (Comunicag3do pessoal}) os
filtros adequadamente manipulados podem ser reutilizados
inumeras vezes e as autorradiografias apresentam a mesma
resolugio que a obtida por marcag3io radioativa.

A somatdria dessas técnicas deixa evidente
gue o uso da RFLP para Metarhizium anisopliae apresenta
potencial incomensuravel, principalmente para a construg3io

de um fututo mapa genético.

4.8. Construgio do banco gendmico de

Metarhizium anisopliae

Um banco gendmico €& construido pela fragmen-—
tag3o do DNA cromossédmico e pela preservagio destes fragmen-—
tos no vetor de clonagem. Juntos, o conjunto de 1insetos
nesta colegio de moléculas deve representar toda a

informag3do genética do organismo.
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Escolheu-se a linhagem E6 de Metarhizium ani-
sopliiae e segundo a metodologia descrita no item 3.13
construiu—-se o banco gendmico, utilizando-se o plasmidio
CV13, gque & derivado do pBR322, como vetor de clonagem.

As linhagens de Escherichia coli HB10l1 e 5K
foram transformadas segundo o item 3.13 e segundo o método
de HANAHAN (1986), como descrito no item 3.16.

0 método de HANAHA foi mais eficiente mois
obtinham—-se transformantes na ordem de 1x105 transformantes
por 1 ng de DNA.

0 banco assim conseguido servira para futuras
analises comparativas de linhagens e seleg3o de genes

relevantes ao processo entomopatogénico.

4.98. VYariabilidade e parameiose

4.9.1. Obteng3o de heterocérios

A parameiose originalmente descrita por
BONATELLI Jdr. et alii (1983) foi wverificada por BAGALHI
(1987) em Metarhizium anisopliae e caracteriza-se pela
recuperagio de recombinantes diretamente a partir de hete-
rocArios.

Previamente & obteng3o de heterocarios, as

linhagens mutantes com dupla deficiéncia auxotrdéfica foram



ensaiadas quanto & reversic expontanea de suas

meando—se sempre 107

encontram—se na Tabela 26.

Tabela 26. Freqgiigéncia de revers3o

anisopliae utilizadas.

expontanea
com dupla deficiéncia auxoctréfica

de M.
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marcas, se-

dos

das

conidios por placa de MM. Os resultados

mutantes

linhagens

Freguiéncia de

Linhagem Fensdtipo reversaoc de 107
conidios
E&—1 Eé vioZ adeS proll < 1
E6-5 E6 vio2 lis6é biot <
£6-7 ES bioc9 met? bio? < 1
E6—-8 E6 vioB8 per8 l1is8 < 1
E9-12 E? met 1 lis 3 < 1
E?—-19 ET viol leubt rib8 < 1
ET-20 £9 vlol leus ade9 < 1
RJ-31 RJ viol 1is3 bioZ2 < 1
RJI-32 RJ leutl < 1

Os heterocarios obtidos

E6—-1 + E6-5, Eb6-1 + EF-12 e EIF-

segundo a metodologia descrita

entre

12 + E@-19

no item

3.5

as

linhagens

foram

e

as

ocbtidos

demails
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heterocarios (Eb6b—-1 + E&6-7, E6-1 + E6-8, E&6—1 + EF-19, E&L-5 +
E?-19, E6-5 + E9-20, E9-19 + RJ 31 e E9-19 + RJ 32) foram
obtidos por fus3o de protoplastos, segundo o i1tem 3.6.6.

A Tabela 27 mostra a fregiiéncia de fusio para

cada cruzamento.

Tabela 27. Fregii®éncia de fusio de protoplastos entre linha-
gens de Metarhizium anisopliae com marcar auxo-

€

tréficas complementares.

Cruzamento Fregiiéncia de fusio
E6—1 + E&-7 1,0 x 10°%
E6-1 + E&-8 1,02 x 10°°
E6-1 + E9-19 1,2 x 107>
E6-5 + E9-19 1,0 x 107>
E&-5 + E9-20 1,3 x 10°°
E9-19 + RJ 3% 1,3 x 10°°

-3

E?-19 + RJ 32 1,2 x 10
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4.8.2. Obteng3o de recombinantes e anidlise genética

A obten¢g3o de recombinantes prototrédficos e
outros tipos de recombinantes foi realizada através da
semeadura de conidios em meios seletivos. A Tabela 28 mostra
os resultados obtidos.

Coldédnias originadas de heterocarios, cresci-
das nos melos seletivos foram analisadas geneticamente
guanto as marcas auxotréficas e os resultados est3o resu-
midos na Tabela 29.

Analisando-se os resultados observam-se que
todos os cruzamentos realizados, envolvendo marcas auxo-—
tréficas e morfoldégicas, deram origem & recombinantes pro—
totréficos, recombinantes auxotréficos e recombinantes
apresentando as marcas parentais e que esses eventos muito
provavelmente resultaram de permuta mitdtica.

BAGALHI (1987) e VALADARES (1989) também
obtiveram recombinantes mitédticos e observaram esses autores
que os melios seletivos com dupla suplementagio foram os que
mais favoreceram o surgimento de recombinantes.

Resul tados semelhantes foram observados por
FURLANETO (1989) em Trichoderma pseudokoningii e PACCOLA-

MEIRELLES (1988) em Beauveria bassiana.
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Tabela 28. Frequéncia de coldnias obtidas a partir de he-

terocarios em meios seletivos.

Fregqiéncia

Heterocario Meios seletivos de coldnias
(x107°)
£6-1 + E&6-5 MM 4,0
MM + ade + lis 4.8
MM + ade + bio 6,0
MM + pro + lis 4,6
MM + pro + bio 4,
E6-1 + EG-12 MM 3,1
MM + ade + met 2,8
MM + ade + lis 2,8
MM + pro + met 2,
MM + pro + lis 1,9
E9-12 + E9-19 MM 3,8
MM + met + leu 4,0
MM + met + rib 3,8
MM + lis + leu 3,8
MM + lis + rib 3,6
E6-1 + E&-7 MM 5,9
MM + ade + met 5,2
MM + ade + bio 751
MM + pro + met 5,95
MM + pro + bio 4,8

Cont.
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Tabela Z28. Continuag3o.

Fregii®éncia
Heterocario Meios seletivos de coldénias
(x 1077
E6-1 + E6-8 MM 4,8
MM + ade + pir 3,8
MM + ade + lis 4,6
MM + pro + pir 3,
MM + prao + lis 4,3
E6-1 + EF-19 MM 3,2
MM + ade + leu 3,0
MM + ade + rib 2,8
MM + pro + leu 2,2
MM + pro + rib 2,0
E6-5 + E9-19 MM 3,5
MM + lis + leu 2,8
MM + 1is + rib 2,5
MM + bio + leu 2,
MM + bio + rib 2,9
E6-5 + EQ-20 MM 3,6
MM + lis + leu 2,8
MM + 1lis + ade 3,8
MM + bio + leu 2,9
MM + big + ade 3.8
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Tabela 28. Continuag¢3o.

Fregiiéncia

Heterocarios Meios seletivos de colénias
(x 10°°)
£E9-19 + RJ 31 MM 3,5
MM + leu + 1lis 4,0
MM + leu + bio 3,5
MM + rib + lis 3,2
MM + rib + bio 3,0
EF-192 + RJI 32 MM 3,0
MM + leu + lis 3,5
MM + leu + met 3,5
MM + raib + lis 2,
MM + rib + met 35,9
Os resultados da Tabela 29 reforgam as

observagfes de BAGALHI (1987) e VALADARES (1989) indicando a
ocorréncia da parameiase. VEGA (Comunicagio pessocal) também
encontrou resultados semelhantes trabalhando com mutantes

das linhagens Eb6 e E? de M. anisopliae.
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Tabela 29. Fregiéncia de coldnias recombinantes, obtidas a
partir de heterocarios, entre linhagens de M.

anisopliiae.

Ne de Marcas Ne Fre—
Heterocariao coldnias genéticas obser— qgléncia
analisadas vado (%)
E6-1 + E&-5 F4 ade 20 21,28
pro 2 2,13
lis 10 10,64
bio 2 2,13
ade lis 1 1,06
ade bio 3 3,19
pro lis 1 1,06
pro bio 2 2,13
ade pro 153 15,96
lis bio 18 19,15
ade pro lis 1 1,06
ade lis bio 1 1,06
prototréficas i8 19,195
E6-1 + E6-7 98 ade 18 18,37
pro 3 3,06
met 2 2,04
bio 2 2,04
ade pro 21 21,43
met bio 25 25,951
ade met 2 2,04
ade bio 1 1,02
pro met 3 3,06
pro bio 1 1,02
ade pro met 2 2,04
pro met bio 2 2,04
ade pro met bio 1 1,02
prototroficas 15 15,31

Cont.
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Tabela 29. Continuag¢io.

Ne de Marcas Ne Fre-
Heterocario coldnias genéticas obser— gliéncia
observadas vado (%)
E6—1 + EF-12 80 ade 18 22,30
pro 2 2,90
met 3 3,73
ade prao 11 13,75
met lis 9 11,25
ade met 1 1,25
ade lis 1 1,25
pro met 2 2,50
pro lis 2 2,30
ade met lis 2 2,30
pro met lis 1 1,23
prototréficas 28 35,00
E6—-1 + E&-8 106 ade 23 21,70
pro 2 1,89
pir 2 1,89
lis 2 1,89
ade pro 23 21,70
pir lis i9 17,92
ade pir 2 1,89
ade lis 2 1,89
pro lis 2 1,89
ade pro pir 2 1,89
prao pir lis 2 1,89
ade pro pir lis 1 0,94
prototroficas 24 22,64

Cont.
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Ne de Marcas Ne Fre—
Heterocario coldnias genéticas obser—- gquéncia
analisadas vado {%4)
E6—-1 + EF-19 EA1 ade 22 24,18
pro 4 4,40
leu 3 3530
rib 2 2420
ade pro 19 20,90
leu rib 11 12,10
ade leu 1 1,10
ade rib 1 i, 10
pro leu 2 2,20
pro rib 1 1,10
ade pro leu 1 1,10
ade pro rib 2 2,20
pro leu rib 1 1,10
ade pro leu rib 1 1,10
prototréficas 20 22,00
E6-3 + E9-19 83 lis 13 15,67
bio 3 3,60
leu 3 3,60
rib 4 4,82
lis bio 14 16,87
leu rib 17 20,30
lis leu 2 2,41
lis rib 1 1,21
bio leu 1 1,21
bio rib 1 1,21
lis bio leu 2 2,41
lis bio rib 1 1,21
lis leu rib 1 1,21
bioc leu rib 1 1,21
prototroficas 19 22,90

Cont.
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Ne de
Heterocario coldédnias

analisadas

Marcas Ne

genéticas cbser—

vado

E&—-5 + EZ-20 83

E9-12 + E9-19 111

lis
bio
leu
ade
lis
leu
lisg
bioc
lis
lis
lis

bio

ade

leu

ade

bio leu

leu ade

leu bio ade

P
e R WO DWW DN

prototroficas

met
lis
leu
rib
met
leu
met
met
lis
met
met
met

prototréficas

lis

rib

leu

rib

leu

lis rib

leu rib

lis leu rib

NN
U NN AOWD

2

Cont.

Fre—
giéncia
(%)

14,12
4,71
3,53
5,88

21,18

15,29
2,35
2,35
1,18
1,18
1,18

7,21
2,70
4,50
0,90
23,42
22,52
2,80
1,80
0,90
0,90
1,80
0,90
29,73
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Tabela 29. Continuag3io.

Ne de Marcas Ne Fre—
Heterocario colénias gendticas obser—- qgidéncia
analisadas vado (%)
E9-19 + RJ 3% &9 leu S 7,23
lis 3 4,35
bio 1 1,45
leu rib 17 24,64
lis bio ? 13,04
leu lis 2 2,90
leu bio 2 2,90
leu rib lis 1 1,45
prototréficas 29 42,03
E9-19 + RJI 32 52 leu 1 1,93
rib 1 1,93
lis 1 1,93
met 1 1,93
leu rib 153 28,85
lis met 10 19,23
leu lis 1 1,93
leu met 1 1,93
leu rib lis 1 1,93
rib lis met 1 1,93
leu rib lis met 1 1,393

prototréficas 18 34,62




4.9.3. A parameoise como mecanismo promotor

de variabilidade

0 fendmeno da parameilose; como inicialmente
descrita por BONATELLI Jr. et alii (1983), apresenta muitas
evidéncias de que esteja ocorrendo em M. aniscpliae.

BAGALHI (1987) observa que a parameiose pode
ser analisada sob duas &ticas divergentes. A primeira € de
que n3ao tenha um significado bioldgico real e que seja
somente produto de uma condig3o forgada de formagio de di-
pléides. Estes haploidizariam rapidamente em fung3ioc do
crescimento desbalanceado e lento engquanto os produtos
originados da n3o disjungio apresentariam maior velocidade
de crescimento. A segunda € de que seja resultado de um
processo evolutivo. De acordo com este ponto de vista a
parameiose também pode ser entendida como meiose primitiva
ou gque este processo tenha surgido em alguns grupos de
fungos que perderam a capacidade de reprodugio sexua-—
da.

THOMAS et alii (1983), CASSELTON (1983) e
BAGALHI (1987) observam que em fungos heterotilicos com
tipos sexuais diferentes poderiam ocorrer situagdBes que
favorecem um tipo sexual em detrimento do outro e qgue se
essa forga seletiva se mantivesse constante por algum tempo

levaria & extingdao um dos tipos sexuais. O0Observa também
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BAGALHI (1987) que a "luta entre sexos" como proposto por
DAWKINS (197%9) pode assumir uma situag3io especial em fungos
onde as reprodugBes sexuadas e assexuadas possam coexistir
numa mesma espécie, produzindo propagulos em ciclos curtos e
isto poderia ser uma possivel explicagido para a perda da
reprodug3do sexuada em fungos imperfeitos, o0s Qquals passa—
riam a contar com processos parassexuals de recombina-
G3o.

A parassexualidade & um processo importante
na manuteng3io da variabilidade genética e na adaptagio de
fungos imperfeitos embora tenha sido negligenciada em
estudos recentes de evolugio dos sistemas reprodutivos
(BAGALHI, 1987).

A parassexualidade & um poderoso instrumento
de variabilidade em fungos fitopatogénicos e fungos de 1in-—
teresse industrial (PONTECORVO, 195463 AZEVEDO, 1987).

ROPER (1952) foi quem primeiro descreveu uma
metodologia para obtengio de heterocarios dipldides em
Aspergillus nidulans e PONTECORVO et alii (1953) descreveram
o ciclo parassexual em Aspergillus niger.

0O ciclo parassexual envolve etapas de hete-
rocariose, fus3io nuclear, diploidizaciZo e haploidizag3o
(AZEVEDO, 1987).

A fase dipléide quando altamente instavel e

com possibilidades de permutas mitdticas geraria recombi-
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nantes hapldides, o que caracteriza a parameiose {(BONATELLI
Jr. et alii, 1983).

A fase dipldide instavel poderia surgir de
uma pressiao seletiva para menor eficiéncia em absorg3io de
nutrientes, segundo a hipdtese de LEWIS (1985) que especula
que a escassez de nutrientes favoreceria a manuteng3io de
condigBes hapldides em determinados grupos de organismos em
detrimento das possiveis vantagens da condig3o dipldi-
de.

A outra possibilidade sugerida por BAGALHI
(1987) observa que a parameiose seria a manifestag3io de uma
meiose primitiva e que ao contriario da meiose n3o apresen-—
taria pareamento de todos cromossomos hom&logos. Entretanto
a possibilidade de ocorréncia desse pareamento n3Io deve ser
descartada pois ROPER & PRITCHARD (1955) detectaram evi-
déncias de gque a permuta mitdtica € reciproca e ocorre no
estagio de 4 fios.

Embora aprovavelmente a parameiose, dado o
seu carater mais primitivo, nao deva contar com um controle
genético elaborado n3o deixa de ser um mecanismo gerador de
variabilidade em fungos deuteromicetos como o Metarhizium

anisopliae.
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4.10. Agrupamento de linhagens segundo taxonomia

nunérica

As Figuras 28 a 34 mostram os fenogramas
resul tantes das analises em conjunto de 23 variaveis
obtidas através de padrdes eletroforéticos das 10 linhagens
selvagens de M. anisopliae (isoenzimas e DNA mitocondrial)
e de 23 variaveis obtidas através de quantificagSes de
produgdes de exoenzimas e produglio e regeneragio de proto-
plastos em trés diferentes estabilizadores osmdticos e a
partir de hifas e tubos germinativos.

Esses fenogramas mostram a intensa
variabilidade existente entre as linhagens, permitindo
agrupa-las de maneiras diferentes segundo os parametros

adotados.
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Figura 28. Fenograma resultante dos agrupamentos por UPGMA,
usando—se como medida de semelhanga o coeficiente
de Jaccard, com base nos padrdes eletrofaréticos
de iscenzimas e DNA mitocondrial.
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Figura 29. Fenograma resultante dos agrupamentos por UPGMA,
baseado na distancia de Balakrisman e Sanghri
(BS) para dados de isocenzimas e DNA mitocondrial.

Al9

MS
A4

RJ

Al

E6
ES

MT
MJ

A9

A4
RJ

Al
ES

M5

MJ



138

I a3 Al
2 2,53 A4
4 385 E6
7 1,29 Ms
5 422 W
3 2053 Al
5 99 E9
; 6 38,74 M
8 87 WMT
0 — RJ

T ¥ T T
40,000 32.000 24,000 16,000 efooo O.'OOO -;.1

Figura 30. Fenograma resultante dos agrupamentos por UPGMA,

baseado na distancia de Balakrisman e Sanghri

{BS) para dados de exoenzimas e protoplastos

(produg3o e regeneragao).
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Figura 31. Fenograma resultante dos agrupamentaos por UPGMA,
baseado na distancia de Nei para dados de iso-
enzimas e DNA mitocondrial.
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Figura 32. Fenograma resultante dos agrupamentos por UPGMA,
baseado na dist2ncia de Nei para dados de exo-

enzimas e protoplastos (produg3o e regeneragio) .
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Figura 33. Fenograma resultante dos agrupamentos por UPGMA,
usando-se o coeficiente Simple-Matching para
dados de iscenzimas e DNA mitocondrial.
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5. CONCLUSOES

Dos resultados obtidos pode-se concluir que:

— h& variabilidade genética natural entre as
linhagens selvagens de Metarhizium anisopliae que pode ser
detectada pelas diferengas de sensibilidade & 1luz  ultra-
violeta, obteng3xo e regeneragio de protoplastos, produg3o de
exoenximas, padr3io eletroforético para i1soenzimas, analise
do DNA mitocondrial e andlise do polimorfismo de fragmentos

de restrigao (RFLP);

- a analise do DNA mitocondrial € uma técnica
indicadora de polimorfismo e auxiliar na taxonomia de fungos

filamentososg

- a anilise do polimorfismo de fragmentos de
restriglo (RFLP) com marcag3io n3zo radiativa de sondas & uma
técnica de grande potencial como indicadora de variabilidade

genética e muito propicia para laboratdrios que n3Eo tenham



162

facilidades de uso de radioisétopos, embora em nosso caso O
nimero e tipo de sondas utilizados n3EFo tenham sido sufi-

cientes para indicar polimorfismo;

- ha fortes evidéncias de que a parameiose;,
caracterizada pela obteng3io de recombinantes hapldides no
heterocario em alta freqii®ncia e com evidéncias de permuta
mitdtica esteja ocorrendo em Metarhizium anisopliae e  pode
ser um mecanismo natural de amplificagido da variabilidade

gengtica em fungos filamentosos imperfeitosg

- construiu-se também um banco gendmico em
plasmf{diio (CV1i3)} a partir da linhagem E&, que servirid para
futuras analises comparativas de linhagens e seleg3io de

genes relevantes ao processo entomopatogénico.
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