OBTENCAO E FUSAG DE PROTOPLASTOS EM
Metarhizium anisopliae (METSCH.) SORCKIN

WANDERLEY DIAS DA SILVEIRA

Prof. Dr. JOKO LUCIO DE AZEVEDO

- Oriéntador -

Dissertacgado apresesntada & Es
cola Superior de Agricultura
"Luiz de Queiroz", da Univer
sidade de Sao Paulo, para ob.
tencao do titulo de Mestreem
Agronomia. Area ce Concentra
cao: Genetica e Melhoramento
de Plantas.

PIRACICABA
Estado de Sao Paulo - Brasil
Dezembro 1982



Aos meus pais, irmaos
e a minha noiva e

familia,

DEDICO.

-3

aly



iii.
AGRADECIMENTOS

Agradeco a todos aqueles que contribuiram pa-

ra a realizacao desse trabalho e, em especial:

. Ao mestre e amigo Prof. Dr. Joao Lucio de Azevedo, que, co-
mo modelo de pessoa, orientacao, estimulo e dedicacao possi
bilitou-me a realizacao deste trabalho.

. K Profa Dr2-Aline Aparecida P. K]efner, pela orientacao i-
;niﬁial e amizade. '

. Ao prof. Dr. Felizardo Penalva da Si]v%,'pela amizade, esti -
mulo, apoio e conhecimentos transmitidos.

. Ao Prof. Dr. Manoe] Vitor  Franco. Lemos, pe]a pr1me1ra chan-.
ce de contato com a Genética de M1crorgan1smos

. Ao Prof.’ Spartqco}Asto1fi Filho, pelo estimulo e apoio.

. Ao amigd Nuno M. ‘Chacel' pela fea]izacad de parte do traba-
1ho fotograf1co, pela concessao da linhagem Manaus e compa-
nheirismo constante

. Ao Prof. Mario Pederneiras, pela revisao dos originais.

. Ao Departamento de Genetica, na pessoa de seu Diretor, Dr.Er
nesto Paterniani, pelas facilidades iniciais concedidas.

. Ao Laboraterio de GenéticaievEVOlucgo da Universidade - de
Brasilia, na pessoa .do Chefe de Departamento do Instituto
'de_Biologia Animal, pelo apoio material e humano semos quais

este trabalho nao seria possivel.



iv.

. Ao amigo Paulo Eduardo Moretti, pela convivéncia.

. Aos tecnicos dos Laboratorios de Genetica da ESALQ/USP e Ge-
netica e Evolucao da UnB.

Aos amigos do Laboratorio de Genetica e Evolucao da UnB, E1
za Luna, Maria de Fatima Alves, Elaine Santos, Leide Rove-
nia, Petronio Timo, Walter Cezar, Glaucia, Pedro, Ornil, Ro
se e Pituka, pela amizade e auxilio.

. R Adriana, pela amizade, amor, compreensdo é estimulo.

. Aos meus pais Djalma e Irene, pela confianca e:trangiiilidade

que demonstraram ao longo deste "caminho".



INDICE
Pdgina
LISTA DE TABELAS ... iiiiiiiiiitiietenoneesonesonennnnnas X1
LISTA DE FIGURAS ...t iieireeeeenononannnnans P eseeenane xiii
RESUMO L ittt iiieeenennenensesoasiosnnsasnnsans XV
SUMMARY L L.ttt ettt et xvii
1. INTRODUGKD +evevevrnnn.. e, e, 1
2. REVISAO DE LITERATURA +oruverenenenennnnennnn. e 4
2.1. 0 fungo Metarhizium andsopliae .....eceeeeeeaans 4
'2.1.1. Classificacao e Descricao v.ooeeeeeeeennn. 4
2.2. Isolamento e Caracterizacao de Mutantes ........ 7
2.3. 0 Ciclo Parassexuai ...... ettt 16
2.4, Protoplastos ...ccevennn e e A, 23
2.4.1, Is01amento .veeeeeenenncennessocannnannas 23
2.8.2. FUSEO viviveeeeeeeennnnnnnnnnnnnnnnnnnnns 32
3. MATERIAL E METODOS .......ccvvvuennnn. i 41
3.1. Linhagens utilizadas ..eceeeeeeeececenoconcnnnns 41
3.2. Meios de Cultura e solu¢oes utilizadas ......... 41
3.2.1. Meio minimo (MM) .....iiiiiinnnnenennnnnn 41
3.2.2. Meio completo (MC) ........... RERRRPREE 42
3.2.3. Meio minimo 1iquido ..... e teteaeeeeaaaa, 42
3.2.4. Meio completo 17quido ...vevreneennnnnnn. 43
3.2.5. Meio minimo mais 2% de Meio completo e
meio minimo mais 4% de Meio ﬂomp]eto ..... 43
3.2.6. Meio completo 2 vezes concentradd ...... . 43

3.2.7. Meio minimo 2 vezes concentrado ;; ....... 43



w
.
N

w
L] . . L] .
N N N N N

w
L]
N N N N N N N N

w w w w w w w w w w w
. . . [ ] . . L] . L] L]
N

15
.16
A7
.18
19
.20
.21
.22
.23
.24
.25
.26
.27
.28
.29
.30

tos de

lulas totais .....cc.... e e e e ececeseeeene ,

.Solucao

.Solucao
.Solucao
.Solucao
.Solucao
.Tampao

.Tampao

.Tampao

.Tampao

.a-Nafti
.p=Nafti
.Solucao
.Solucao
.Solucao
.Solucao

.Solucao

.8.Meio minimo 1iquido para enriquecimento..
.9.Meio para crescimento de micelio ........

.10.MMKC1 para reversao e obtencao.de produ-

FUSA0 vvveeveneenneoennnns e eeo e

.11.MCKC1 para obtencao de crescimento de ce

-12.S0lucdao de vitaminas ...oeivierinenennn.
.13.Solucao de acido rucleico de leveduras

.14.Suplementos adicionados ao meio minimo..

Salina ...eee. e ee e ettt ceeeeeee

fosfato pH 5,8 ........ ceeieeeees
fostato pH 6;9‘..,};. ............

LTtio-Borato pH 8,3 vuveuunevnnnn. |

Tris-Citrato pH 8,3 ........;....
lacetato .......c.vv... SRR
lacetato ....... [
para revelacao de esterases ....
de perssulfato de amonia (AP)
de Alcool Etilico ........ Ceeeeen

de Giemsa .......... i et ee e

de FIXACA0 vvvvevesveesneanssns .

Vi .

Pagina
44
44

44

44
45
45
46
47
47
47
47
48
48
49
49
49
50
50
50
50
50
51
51



vii.

Pagina
3.2.31.Solucdo de KCL 1,4 M pH 5,8 ............ 51
3.2.32.S0lucdo de KCL 0,7 M pH 5,8 ............ 52
3.2.33.S0lucdo de PEG ..... e 52
3.2.34.S50lucao de enzimas para producao de pro-
toplastos R PR ceseean 53
3.2.35.50Tucao de Difenilamina ...iveeeeeneennn 53
3.2.36.50lucao de ‘acido perclorico ..... e 53
3.2.37.50Tucao 5 mM NaOH .....cevieeennnannenns 53
3.2.38.Solucao estoque de DNA ...civiineennnnn. 54
3.2.39.Gel de acrilamida .......eoeuee.s P 54
3.2.40.Sistema de filtro para tecnica de enri-
quecimento ...ceeeenann e eeeeseessseeae e 54
2.41.Filtros Buchner para micé€lio .....vev... 54
3.2;42.Usb'de palitos para.transferéncia de co-
Tonias e i P vereerens 55
3.2.43.Esterilizacao e incubacao ........c.c.o..tn 55
. Sobrevivencia a Tuz ultra-violeta ....eceeeeenns 55
3.3.1. Determinacdao do tempo de enriquecimento
por filtracao para obtencao de mutantes
auX0troficos ...veveeeeecnnnns e 56
3.3.2. Obtencao de mutantes mor%o]Bgicos' ...... 57
3.3.3. Obtencao de mutantes}auxotrﬁficos. ...... 58
3.3.4. Teste de Reversao .......... ; ........... 59

3.3.5. Determinacao do tempo para producdo de protoplas
Lo e esecane 59

3.3.5.1. Producdao de Protoplastos ....... 60



3.

3.

4.

5.

3.3
3.3.

.6. Contagem de protoplastos ....ceveeveencens

7. Fusd3o de protoplastos .....eeeeeeenen. ..

3.3.8. Verificacdo da presenca de hifas, esfero-

plastos e conidios na suspensao de proto-

plastos

oooooooooooooooooooooooooooooooooo

3.3.9. Teste de reversao em pfotop1astos .......

3.3.

10.0btencao de heterocarios ....f.,;( ......

3.

3

3.
3.

3

.3

3
3

Coloracao de

3.4.1.

.10.1.Fusao de Protoplastos ..........

.10.2.Frequencia de fusao de protoplas

.10.3.Analise de setores oriundos de

colonias obtidas em fusao de pro

toplastos .c.ieeeeiieneeinccannans

.10.4,0btencao de heterocario pela me-

todologia Cl1aSSTCA «vvveeennnnnn

.10.5.0btencdao de diploides .....v.on.
.10.6.Haploidizagao de diploides .....

CONTAIOS vvevveeeeenneenons e ee e

Medida do tamanho dos conidios ..ceveeecese

3.4.2. Determinacao do numero de nucleos por coni-

Determinacao dos padroes de esterases .....ceeeeos

3.5.1.
3.5.2.
3.5.3.

Preparacao das amostras ...... e

Placa de gel de acrilamida ....... P

Aplicacao das amostras e corrida de eletro-

forese

viii.

62
62

63
63

63

63

64
65
65
65
66

66
67
67
67



3.5.4. Revelacao das esterases e plastificacao
do gel. .......... e eseecesseeetereennnn

3.6. Extracao e dosagem de DNA ....itiieeneennnanns

4.1. Sobrevivencia a Luz ultra-violeta ....eeeeeenn.
4.2. Determinacao do tempo de enriquecimento por fil
-tracao e obtencao de mutantes auxotroficos

4.3. Teste de reversdo ...eeeeieeeseenes. e R

4.5. Obtencdo de heterocirios ..... et eeeee e

4.5.1. Metodologia classica U e

4.5.1.2. Obtencao de diploidés e segregi,

4.5.1.3. Analise da variabilidade gene-
| tica das linhagens seivagens,mg
:tantes e setores ... ..o
4.5.1.4. Tamanho dos conidios e cohteﬁdo
de DNA por conidio das linhagens

selvagens, mutantes e setores..

4.,5.2. Fusao de Protoplastos e Ceeee e

DISCUSSAD w@ovuunnnnnn e, e
5.1. Inducao de mutacao com Tuz UV e bbtencﬁo de mu-
‘tantes auxotroficos .ee.ee. e e .

5.2. Ciclo parasséxua] ............ e e et eataaeecenn

ix.

Pagina

69
69

71
71

76
82
83
86
86

87

92

92

96

105



6.

7.

5.2.1. Anal

$5.2.2. Producao e fusao de protoplastos

ise classSiCa vuuuweeons

. e

*

.

5.2.3. Analise genética dos cruzamentos

dos

Pagina

¢ ¢ et 87
‘Q'Q.'.!.(‘-'.! ]]0

realiza

L
e A B
..... . 118



-Tabela
]

LISTA DE TABELAS

Numero e porcentagem relativa de conidios sobre
viventes a luz ultra-violeta do isolado selva -
gem E6 ........................................

"Numero e porcentagem relativa de conidios sobre

viventes 3 luz ultra-violeta do isolado. selvagem
RI-3 iiiiiiiiiiereesceessessaseosssnsanssnsanas

Porcentagem relativa no nimero de co]Bnias mutan
tes e selvagens dos isolados E6,e RJ-3 para 0S
diferentes tempos de agitacdo apos filtracao

Mutantes obtidos com a tecnica de enriquecimento
POr filtragao sueveeeeeeeeoneecerenonacasnnananans

Mutantes obtidos nos isolados E. e RJ-3 atraves

G

Freqilencia de reversao espontanea dos mutantes u

tilizados ....viee e eennne e e e e e e e ee e

Numero de protoplastos produzidos em diferentes
tempos de tratamento com o complexo 1itico .....

Cruzamentos realizados para obtencao de heteroca
riose em M.anisopliae ........ e eeeaeea PP

Diametro de conidios, numero de nucleos por co-
nidio e conteudo de DNA por conidio das linha -
gens selvagens e cruzamentos a partir dds mutag
tes obtidos a partir das primeiras..............

Xi.

Pagina

73

78

78

81

82

83

88

95



10.

1.

Xii.

Pagina
Freqgiiencia de reversdo dos protoplastos -utilizados pa
ra fusao, cruzamentos realizados e frequencia de fu -
Sa0° para €cada CruzZamento. .....eeeieeeesesonecaaaeas 99

Segregantes obtidos nas diferentes fusoes de protoplas
tos em M. andBOPLAAE «.uuieeeeeeeeeeeeaeoeoaeoenoennnns 104



Figura

LISTA DE FIGURAS

Curva de sobrevivencia do isolado E6 de M.aniso

pliae com luz ultra violeta (uw/cm2. 10:2/seg)

Curva de sobrevivencia do isolado RJ-3 de M.ani-
-2
sopliae com luz ultra-violeta (pw/cm2.10° /seg.)

Esquema seguido para enriquecimento e obtencao de
mutantes morfologicos e auxotroficos .....eeeue..

Porcentagem relativa entre colonias auxotroficas
e prototroficas por tempo de cultivo em MM do i-

solado E6 R R R EE PR

Porcentagem relativa entre colonias auxotroficas

e prototroficas .do tempo de cultivo em MM do i-

solado RJ-3 © s s et ssesscesssesnincsessssssssnnns

Producao de protoplastos dos isolados E6 e RJ-3

em diferentes tempos de tratamento frente ao com
plexo 17tico ......vol uauoy e e e
Protoplastos produzidos a partir de micelio de
M.anisopliae tratado com complexo 1itico, poden-
do-se observar a presenca de esferoplastos e hi-
fas (Aumento de 400X)........ . . 00 .. e e e

Colonias heterocarioticas obtidas nos cruzamen
tos (Metodologia classica)dentro do isolado Eg de

xiii.

Pagina

74

75

73

79

80

84

85

89



-Pagina
9 .Pechulas heterocarioticas resultantes do cruzamen
to (metodologia classica) entre mutantes dos isola
dos Eg e RJ-3 de M.anisopliae...... et 90
10 Pelicula heterocariotica apresentando “"setores vi
gorosos" ja em MM ( cruzamentos: Eg x Egs Eg X RJ-3)..... 91
11 Eletroforese em Gel de poliacriamida. Padﬁaes -de
esterases (o e B) das linhagens envolvidas no e5'
perimento.....iviii ittt nnnnns e e e e 93
12 Esquema obtido a partir dos padroes de esterase da
L L o S N 94
13 Esquema da metodologia utilizada para fusao de pro
toplastos em M. ands0plAae . .coveeeeieeeenenenennns 98
14 a.b. Desenvolvimento de colonias heterocarioticas em MM
provenientes da fusao de protoplastos entre isola
dos de M.anisopliae (cruzamentos:E x Eg, Eg x RJ-3)..... 100
15-16 Desenvolvimento de colonias oriundas de fusao de
protoplastos em MC entre isolados de M. anisopliae
(cruzamentos: Eg X Eg » Eg X RI-3)eeiiiiiiinnnnnn 101
17 Placa mestra utilizada para repique em meios de cul
tura diferenciais, mostrando colonias obtidas de
setores em MC.(Disposicao 5 x 5 + 1).ueeieunnnennn 102

18 Colonias de M.anisopliae provenientes de fusao de
protoplastos e apresentando desenvolvimento de co
loragao verde entre as mesmas (Fusao Eg X E6) ............ 103



XV.

OBTENCAO E FUSAO DE PROTOPLASTOS EM
Metarhizium anisopliae (METSCH.) SOROKIN

WANDERLEY DIAS DA SILVEIRA

- Autor -

JOAO LUCIO DE AZEVEDO

Orientador -

RESUMO

0 presente trabalho foi conduzido com a finali
dade de se estudar a possibilidade de obtencao do ciclo paras
sexual no fungo Metarhizium anisopliae, dentro e entre duas
linhagens designadas E¢ e RJ-3 que se diferenciam em varias
caracteristicas geneticas seja atraves de metodologia classi-
ca ou atraves da fusdo de protoplastos. Para isso, obtiveram-
-se mutantes morfologicos e auxotroficos induzidos por luz ul
travioleta. Desenvolveu-se tambem uma tecnica de enriquecimen
to por filtracao para obtencao de mutantes auxotroficos, con-
seguindo-se um maximo de 6,13% de mutantes apos crescimento
em meio 1iquido por periodos intercd]ados de 20-24 horas e sub

seqliente filtracao em cinco camadas de gaze esterilizada.0 au
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mento de mutantes obtidos em relacdo ao processo de isolamen
to total foi de 613 X prevalecendo a obtencao de mutantes au-
xotroficos para aminoacidos e acido nucleico sobre os defi-
cientes para vitaminas. Producdo de heterocario foi obtida en
tre mutantes auxotroficos complementares da linhagem Eg, po
rem, nao se logrou chegar ao estado diploide. Com relacao a
heterocarios entre mutantes auxotroficos das linhagens Eg e
RJ-3, com raras excecoes, estes nao foram obtidos. Os hetero-
carios que se desenvolveram entre estas linhagens produziram
setores que, atraves da medida da quantidade de DNA por coni-
dio e padrdao eletroforetico de esteraées, mostraram-se ser di
ploides e hiper-haploides. A producdo media de protoplastos

em cada linhagem foi de 0,9 x 107/m] para a 1inhagem Ee e
1,33 x 107/m1 para a linhagem RJ-3 apos 2 horas e meia a 3 hg“
ras de tratamento frente ao complexo 1itico. A tecnica de fui
sao de protoplastos entre os mutantes auxotroficos e morfolo-
gicos envolvidos, ocorre comuma alta freqliencia (0,83 . 107 3-
44,1 .- 107°) e demonstrou que o estado heterocariotico e obti
do, tanto nos cruzamentos dentro de linhagens como entre 1i-
nhagens, ocorrendo recombinacao e segregagcao, sem a obtengao
do estado diploide. Desse modo, a tecnica de fusdo de proto-
plastos constitui uma maneira viavel.para a obtenc¢do de recom
binacao e variabilidade entre linhagens de M. anisopliae que
sejam incapazes de apresentarem recombinagao via metodo-
logia classica de ciclo parassexual, bem como abre a possibi

lidade de futuros estudos geneticos na referida especie.
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OBTAINMENT AND FUSIOM OF PROTOPLASTS IN
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- Author -
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SUMMARY

The present work was carried out aiming the
study of parasexuality in the fungus Metarhizium anisopliae
using two differents strains designated E¢ and RJ-3 which have
several distinct genetic characteristics. This was done by the
classical processes and protoplast fusion. For tkis morpholog
ical and auxotrophic mutants were obtained after ultra-violet
induction. Also a technique of enrichment by filtration was
developed for auxotrophic mutants derivation. A maximum total
of 6.13% mutants after growth by intercaleted periods of 20-
-24 hours in liquid medium and filtration. An increase of
613 X 1in relation of the total isolation method was obtained
in this way most in relation to mutants which required amino-

acids. Heterokaryon were produced between complementing aux-
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otrophic and morphological mutants. from strain E¢ but diploids
were not produced. In relation to heterokaryon and auxotrophic
mutants from E¢ x RJI3, with rare exceptions heterokaryon were
not produced. However, the rare heterokaryon produced sectors
which were diploids and hyperhaploids after being tested by
their DNA content and eletrophoresis. Protoplast production
was 0.9 x 107/m1 for strain E¢ and 1.33 x 107/ml1 for strain
RJ-3 after 2.1/2 to 3 hours treatment by a lytic complex. The
fusion protoplast technique has shown that heterokaryon were
obtained in all crosses, with the occurrence of recombination
and segregation without the diploid state. The protoplast fusion
technique is in this way appropriated for the derivation of
recombinants and to increase variability among strains of M.

andsopliae.



1. INTRODUCAO

0 fungo entomopatogenico Metathizium anisopliae
(Metsch.) Sorokin, assume grande importancia economica no Bra
sil, pois e utilizado no controle de pragas das pastagens e
cana-de-acgucar. Estas pragas (cigarﬁinhas)) insetos da ordem
Homoptera, familia Cercopidae,‘atqcam as culturas acima des-
critas e constituem-se em um dos serios problemas para a Agri
cultura e especialmente para a pecuaria em diversas regioes
do pais.

0 estudo do ponto de vista genetico neste fun-
go, portanto, reveste-se de importancia primordial, pois-é a-
traves dele que vai ser possivel o melhoramento genetico do
mesmo incluindo, por exemplo, a combina¢ao em uma unica linha-
gem: de caracteristicas consideradas favoraveis no controle
biologico,tais como producao de exoenzimas, patogenicidade,

grau de infectividade, producao de conidios, velocidade de



crescimento, resistencia a altas temperaturas e radiacbes. A-
lem disso, o uso de linhagens melhoradas vai permitir a redu-
¢ao do uso de ‘inseticidas,que entre tantas desvantagens pro-
piciam o aparecimento de insetos resistentes, sao dispendio-
sos quando aplicados em larga escala, destroem o equilibrio e
cologico, e sdo, em gera],-a1taménte toxicos.

0 M. anibopﬁiaé contudo, sendo um Deuteromice-
to, & desprovido de ciclo sexual e assim a recombinacdo gene
tica e obtida apenas pelo ciclo parassexual recentemente de-
terminado bor MESSIAS e AZEVEDO em 1980. Este ciclo e depen-
dente de prbcessos como a fusao de hifas para.obtencao de hete
rocario, a fusdo de nucleos levando em geral a um estado di-
-ploide e obtencao de recombinacio via permuta mitotica e ndo
disjuncao. E importante entao um estudo mais aprofundado des-
se ciclo, por exemplo, em outras ljhhagens alem daquela onde
o mesmo foi descrito. A determinacao do ciclo parassexual den
tro e entre outras linhagens de M; anisopliae ainda nao estu-
dadas geneticamente, permitira que programas de melhoramento
genetico sejam feitos objetivando-se reunir eém uma unica 1i-
nhagem caracteristicas desejaveis existentes em inumeras ou-
tras. Permitira tambem verificar a possibilidade de cruzamen-
to entre diferentes linhagens pelo processo parassexual clas-
sico e pela tecnica moderna que envolve fusdao de protoplastos.

0 presente trabalho tera entdo como objetivo o

estudo de duas linhagens de M. anisopliae ainda nao pesquisa-

das - com relacao aos diversos aspectos de sua



parassexualidade.Para isso, tecnicas de enriquecimento para
obtencdo de mutantes auxotroficos nas mesmas serdo pesquisa-
das, bem como serao tentados cruzamentos entre e dentro des-
sas linhagens pelo processo classico e pela fusao de proto-

plastos.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1, 0 FUNGO Metarhizium anisopliae

2.1.1, CLASSIFICACAO E DESCRICAO

0 fungo Metarhizium anisopliae @ um Deuteromiceto
pertencente a ordem Moniliales, familia Monileaceae e foi des -
crito pela primeira vez em 1879 (METSCHNIKOFF, apud PETCH, 1931
e KENDRICK, 19715 quando encontrado na praga do milho Anisopliae
austruaca, e classificado como Entomophtora anisopliae. Este mes-
mo autor (METSCHNIKOFF), reclassificou-o como Isanda destructon
em 1880 e finalmente, foi classificado como Metarhizium aniso -
pLliae em 1883 por SOROKIN,

Foi descrito por BARON (1968) como tendo uma es-
trutura de formacao de conidios agregada a hifas entrelacadas e

contendo uma massa compacta de conidioforos simples ou ramifica



cados, provenientes de celulas denominadas fialides, as quais
originam fialosporos nao septados, cilindricos e hialinos. Do
mesmo modo , BARNETT'(1960) verificou que as fialides sao sim-
ples, em pares ou espiraladas e MARCHIONATO (1942), verificou

diferenca na coloragao de hifas produzidas internamenté e externamente em

insetos parasitados, sendo as internas arroxeadas e as externas hialinas.

Quanto a morfo]ogia’e témanho‘dos coanios'MAE
_CHIONATO (1942), verificou que estes séo cilindricos, medindo
8 - 9um x 2;5 - 3,0um. Por sua vez BARNETT (1960), constatou
que os conidios possuem morfologia variada de ovoide a cilin-
dricos, unicelulares, hialinos ou levemente pigmentados, dan-
do ao conjunto um aspecto verde-oliva em massas compactas..Do
.mesmo modo, foi verificada a existencia de. duas formas em Me-
tanhizium andisopliae (JOHNSTON, . 1915); uma com coanios de 3,0
a 11,9 u de comprimento, denominada de variedadé Mafon e ou -
tra com comprimento variando de 2-3,0 a 3,5 u e denominada va
riedade Mino& . Esta variabilidade foi confirmada por FRIEDE-
RICHS (1930; apud TULLOCH, 1976) que verificou a existencia de
uma forma longa de conidios variando de 6,0 a 8,0 u e por KA-
- MAT et at. (1952; apud TULLOCH, 1976) sendo que neste ultimo
a varibilidade foi dependente db meio-de cultura, sugerindo
que a mesma (5 - 7,6 e 2,5 - 3,5u) em nutriente agar ;
8-14 e 3-4,5 u em meio~de'arr02) seriaide natureza fisiologi-
ca. TINLINE (1971), procurando correlacionar tamanho de coni-

dios com numero de nucleos e quantidade de DNA por conidio nes



tas duas variedades (Major e Minor),verificou que o aumento no
tamanho dos conidios nao levava a um aumento no numero de nu
cleos por conidio, embora houvesse variacao na quantidade de

DNA, com uma quantidade maxima na variedade Majox.

Na mesma linha de estudos, FARGUES et ar. (1975)
atraves de estudos com imunoeletroforese, nao detectaram dife-
rencas imunologicas importantes entre as linhagens de conidios
grandes (Majer) e a de conidios pequends(Minon).

Por sua vez, BALFOR-BROWE (1960) tratando larvas
de Enitrhea sp com conidios provenientes de linhagens que apre
sentavam esta variabilidade (Majer e Miner), verificou que as
mesmas eram afetadas e mortas pelas linhagens com conidios me-

nores.

Quanto ao numero de nucleos por conidios, normai
mente o fungo apresenta-se com conidios uninucleados, provenien -
tes de um conidioforo tambem uninucleado, sendo que os conidios
maduros sao provenientes .da divisao durante a germinacgao, quando
um nucleo filho migra para o tubo de germinac¢ao. enquanto o outro
permanece no conidioforo (TINLINE, 1971). Do mesmo modo, VEEN
(1967) e ZACHARUK (19702) estudando estes conidios através de micros
copia eletronica, haviam demonstrado que os mesmos eram uninuclea-
dos. ZACHARUK (1970 b), confirmou estes estudos constando a existen
cia de conidios uninucleados sendo que, a presenca de conidios bi-
nucleados seria resultante da germinacao e migracao de nucleos pa-
ra o tubo de germinacao. Por outro lado, MESSIAS et af.(1978)cons-
tat§ram atraves de coloracao por Giemsa, a presenca de conidios bi

nucleados numa porcentagem de 5%. .



Quanto a necessidade de requisitos nutricionais
e condigoes de temperatura e pH para crescimento, o fungo M.a-
nisopliae apresenta bom desenvolvimento nos mais variadosmeios
de cultura (MARCHIONATTO, 1942; ADAMEK, 1965; EVLAKHOVA ,1966;
HIDALGO-SALVATIERRA e BERRIOS, 1972; MARQUES e VILAS-BOAS.,1973;
AQUINO, 1974; VILLACORTA, 1978; MESSIAS, 1980),°apresenta uma
temperatura de crescimento otima localizada entre 2590C e 300C
e. pode desenvolver-se em grande faixa de pH (2,0 a 8,5) com
um otimo em torno de 6,9 (LIHNELL, 1944; ADAMEK,1965).

Devido ao grande‘nﬁmero de -isolados obtidos des
te fungo, estudos comparativos para a caracterizacao atraves de me-
todos eletroforeticos (FARGUES, 1975; DE CONTI et af.,1980) e
producao de enzimas extracelulares (ROSATO e% af ,1981) temsi

do realizados.

2.2, IsOLAMENTO E CARACTERIZACAO DE MUTANTES

Praticamente todos os estudos em genetica de
fungos sao baseados no estudo de mutacoes em Toci espechﬁcos
dos cromossomos, pois sem mutacoes os loci nunca poderiam ser
identificados nem suas funcoes estudadas. A maioria das inves
tigacOes gené ticas sdo possiveis devido a ocorrencia e pre -
servacdo de mutantes em laboratorio qUe dificilmente sobrevi-

veriam em condicoes naturais. 0 desenvolvimento de metodos e-



ficientes de isolamento e caracterizacao de mutantes ¢ entao

de grande importancia.

0 metodo mais direto, porém menos eficiente ,
para isolar mutantes auxotroficos em fungos, consiste em tratar uma popu
lacao de esporos com um mutagéenico qua]qder e ensaiar indivi
'dua1mente sua capacidade de crescimento em meio minimo ' com
posterior passagem para meib completo. Deste modo, mutantes mor
fologicos, podem ser visué]izados diretamente e mutantes au-
xotroficos, podem ser detectados pela ausencia de crescimén-
to em meio minimo. Este metodo porem envolve manipulacao de
grande quantidade de celulas prototroficas e e. limitado a

. fungos que crescem formando colonias de bordos definidos.

Se o fungo usado n3o possui crescimento colo-
nial limitado, tanto mutantes para esta caracteristica podem
ser utilizados (linhagens que formam coldonias compactas em
qualquer meio), como tambem podem ser usados meios especiais

que induzam a morfologia. colonial em linhagens normais.

TATUM e+ ar . (1950), trabalhando com Newrospe
fa utilizaram os dois metodos acima mencionadog, usando em
alguns experimentos o duplo mutante”pém‘ddz;f que possui cres
cimento colonial em qualquer meio de cultura e em outros 0
duplo mutante pe” £nos que cresce formando microcolonias em
‘meios com concentracoes limitantes de inositol. Os mesmos au
tores (TATUM et aﬂ,; 1949) utilizaram um meio no qual o acg

car sacarose foi parcialmente substituido por um ag¢lcar ndo



utilizavel (sorbose) que reduz o crescimetno colonial.

MACKINTOSH e PRITCHARD (1963), introduziram o uso
de desoxico]gto de sodio a 0,08% no meio de cultura para acentuar
a formacao de microcolonias em Aspengillus nidufans.

LINDEGREN e LINDEGREN (1950), tentando usar coni-
dios uninucleados, trabalharam com mutante microcolonial "{Lufdy"
de Neurospora crassa que produz somente conidios uninucleados,a-
pos a superficie do meio ter sido umidecida com'égua estereliza-
da.

TATUM et al1.(1950), para-a mesma Neurospora cras-

“4a , preferiram usar outro mutante (pem) que tem a virturde de
formar grande numero de microconidios nos meios.de cultura ordi-

nariamente utilizados.

BEADLE E TATUM (1945), ja haviam tentado resolver

o prob]ema de outra maneira, ou seja, irradiando macroconidios e
‘usando-o0s para fertilizar protoperitecios de.tipos de reacao se-
xual opoéta sendo que os ascosporos formados eram isoiados em tubos \ de

meio completo e germinados com choque térmico, esperando desse mo
do que os ascosporos mutantes constituissem metade dos existentes

nos peritecios.
ROBERTS (1959), tentando diminuir o numero de re-

picagens em Aspergillus nidulons necessarias para ensaiar a auxo
nografia (PONTECORVO, 1949) de muitas coldnias que este método
requer, desenvolveu um repicador multifio que consiste de varios

pinos de aco ajustados em uma superficie solida.
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MACKINTOSH E PRITCHARD (1963), utilizando o mesmo
fungo (Aspengillus nidulans) e um repicador de veludo, foram ca
pazes de replicar acima de 600 colonias de uma Unica vez simples
mente diminuindo o tamanho das colonias (meio de cultura com de-
soxicolato de sodio 0,08%).

MALING (1960), usou superficies ou de veludo ou
de papel de filtro para replicar colonias de Neurospora carregan
do duas marcas morfologicas (ecnisp e ragged) e que conferiam ca-

racteristica de microcolonias a mesma.

PONTECORVO (1949), estabeleceu metodologia para i
dentificar facilmente um mutante auxotrofico (apos o mesmo nao
ter crescido em meio minimo). Esta consite em inocular-se suspen-
sio de conidios do mutante auxotrGfico em meio m7riimo fundido, esperando
se esfriar e introduzindo pequenos cristais de_vErias substanci-
as em posicoes bem definidas na superficie do agar. Apos incuba-
¢cao, substancias promotoras de crescimento propiciam o aparecimen

to de zonas de crescimento ao redor das mesmas.
Uma segunda metodologia que visa diminuir o numero

de celulas que passam por um selecionamento & a denominada de"Reg
cue' e que permite visualizar as colonias auxotroficas entre as
prototroficas. Deste modo, REAUME e TATUM (1949) inocularam (apos
diluicoes convenientes) uma suspensao de celulas haploides irra -
diadas de Saccharomyces cerevisiae em meio minimo e incubaram por
varios dias para permitir crescimento das celulas prototroficas.A

posicao em que estas celulas cresceram foi marcada e uma segunda
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camada de meio completo fundido (a temperatura que ndo matasse
os esporos, 45 - 50°C) foi adicionada sobre a primeira. As co-
10nias que se desenvolveram apos este procedimento foram isola

das e as mesmas ap0s auxonografia, mostraram ser auxotroficas.

LEIN et af. (1948), usaram uma metodologia al-
ternativa para a descrita acima (REAUME e TATUM, 1949) utili -

-zando Neurospora .com o uso de microscopio foram transferidos
para meio'enriquecido 0S esporos que nao cresciam ou que
tinham crescimento retardadd_em meio minimo. A mesma metodolo -
gia foi utilizada por BOONE et al. (1956) para.Venturia Lnae -
qualis. A grande maioria dos eﬁporos assim obtidos mostraram
ser auxotroficos.

Em anos recentes, procedimento de isolamento tg‘
tal e metodos nos quais mutantes sao oﬁtidos por visualizacgao
direta, tem sido substituidos por metodos que resultem na eli-
minacao seletiva dos sobreviventes p?otot6ficos e permitem a
sobrevivencia de mutantes auxotroficos.

Assim,metodologia para enriquecimento por fil -
tracao, na qual uma suspensao de conidios selvagens tratados
com agente mutagenico e suspensa em meio minimo l1iquido e 0
prototrofico em crescimento e eliminado por filtragoes suces-
sivas, atraves de alguma especie de filtro esterilizado, faz
com que o auxotrofico passe atraves do mesmo. Isto tem sido des
crito para Ophlostoma (FRIES, 1947) Neurospora (WOODWARD et al.,
1945; CATCHESIDE, 1954).
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STRAUSS (1958), utilizando o metodo de enriqueci-
mento por filtracao com Neutospora, verificou que as celulas ca-
pazes de crescer em pequenas quantidades de vitaminas(liberadas
pelos esporos quebrados, mortos ou prototroficos em crescimento)
ou- aqueles que requerem piridoxina ou inositol (morrem rapidamen
te ‘em meio minimo) nao sdao obtidos no total de mutantes auxo -
troficos analisados. Obteve por outro lado, um grande numero de

mutantes requerendo arginina.

TAKAHASHI (1959), utilizou esta metodologia em

uma linhagem floculante de Saccharomyces cenrevisiae na qual ce-
lulas em brotamento tendem a permanecer juntas. 0O autor removeu
conjuntos multicelulares de uma suspensao inicial por filtracao
em 12 de fibra de vidro, irradiou as celulas resultantes, suspen
deu-as em meio minimo e apos incubac3ao, removeu a maioria dos
protrotroficos sobreviventes com uma serie de filtracoes poste-
riores.

A tecnica de enriquecimento por filtracao tem si
qo'também utilizada para obtencio de mutantes auxotrdoficos que
venham a ser usados em posteriores estudos geneticos como em Co
painus Lagopus (DAY e ANDERSON, 1961) e Schizophyflum commune (AN
DERSON e DEPPE, 1977).

FRIES (1947), trabalhando com Ophiostoma mostrou que
duplos mutantes para deficiencia nutricionais, algumas vezes so
brevivem mais tempo em meio minimo do que os mutantes unicos que

lhe deram origem.
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PONTECORVO et af, (1953), utilizaram éstas obser
vacoes (FRIES, 1947) e estabeleceram metodologia efetiva para o
bter mutantes auxotroficos em A. nidufans. Conidios de um mutan
te auxotrofico para biotina foram irradiados com luz ultra-vio-
leta para que resultasse uma porcentagem de 5% de sobrevivéncia,
semeados em meio minimo (agar) e cobertos com uma segunda cama-
da do mesmo meio. Apos um periodo de incubacdao que levasse a
morte 99% dos mutantes com requerimento para biotina, uma cama-
da de meio completo foi -adicionada.Acima de 60% das colonias que
cresceram apos este procedimento, demonstrou-se serem auxotro -
ficas. Este metodo foi denominado de enriquecimento por "Starva
tion".

LESTER e GROSS (1959), aplicando o mesmo princi-
pio em Neurospora, isolaram duplos mutantes auxotroficos a par-
tir de um mutante Unico requerendo inositol. Vérificaram que o
mutante auxotrofico uUnico para inositol requeria de 2 - 4 dias
a 34R0C para morrer. O mesmo método com inositol foi usado com Sa
ccharomyces cerevisiae para obtencao de mutantes auxotroficos
(CULBERTSON e HENRY, 1975).

ROMAN (1955), verificou que em Saccharomyces ce-
revisdiae, mutantes para adenina acumulavam pigmento vermelho e
que uma segunda mutacao na mesma via biossintetica da adenina em
um passo anterior a formacao de pigmento vermelho, levava ao acg
mulo de pigmento branco ou rosa. Esta segunda mutacao confere a

lTevedura uma vantagem seletiva de tal modo que retarda o seu cres
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cimento em meio de cultura quando comparada a primeira.
BACH E LACROUTE (1959), ‘'usando o principio de blo
quear a formacao de um intermediario toxico isolaram mutantes au

troficos para Pirimidinai em leveduras.

MOAT et a£. (1959), usando os mesmos principios
de DAVIS (1948) para obtencao de auxotroficos em E. ﬁozi com au
Xxilio de penicilina, mostraram que em Sacchdnomgceé com 0 auxi-
lTio de varios antibioticos entre os quais anfotericina B, endomi
cina e nistatina em meio minimo 1iquido seguido de centrifugacdo e pos-
;terior semeadura em meio Tivre de antibidticos., a proporgao de
auxotroficos entre as cé]u]as'sobreviventes era 5 vezes maior do
que na populacdo original livre do agente de selecdao. Verificou
que uma alta proporcao das celulas sobreviventes eram deficien-
tes respiratorios cifop]asméticos. Este problema foi eliminado
com o uso de uma forma mais soluvel de anfotericina B (Fungozo-
ne)  -(MOAT et at ., 1966).

A efetividade da nistatina atraves da mesma meto
dologia tem sido confirmada para Saccharomyces (SNOW,1966),Peni
cillium chrnysogenum (Mac DONALD ,1968)e Rhodotorula mucilaginosa
(COOK, 1974). YANO et ak.(1981) por sua vez, utilizaram o efei-
to sinergistico da combinacao da Nistatina e Pendiolfnitrina para
enriquecimento de mutantes defectivos na utilizacao de hidrocar
bonetos em Candida trhopicalis e Candida mltose.

BAL et af, (1975), mostraram que o antibiotico

N-glicosil polifungina mata conidios em germinacdao mas nﬁo'COni
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dios nao germinados de Aspergillus nidufens . Os autores usaram
esta morte diferencial para a selecao de segregantes haploides de

prototroficos.heterozigotos.

YOUNG et al. (1976), usando Saccha rnomyces cerevi
siae e o antibiotico neainqpbina, verificaram que este ultimo tem
a capacidade de selecionar aucotroficos, sendo que a razdo para
a selecao dos mesmos nao e conhecida, mas suspeita-se que afete a
sintese da membrana celular.

MAGNET (1965, 1965a) verificou que o analogo da
glicose, 2 deoxiglicose, seleciona contra celulas em divisao em
Schizosaccharomyces pombe e usou este composto para selecao demu
tantes auxotroficos nesta levedura.

BIELY et a£.(1971) usando o mesmo composto (2 deoxi
glicose) em Saccha romyces cerevisiae, mostraram que o mesmo eré
incorporado nas paredes celulares das celulas tipo selvagem, cau
sando aumento na sensibilidade devido a diminuicoes abruptas na
pressdao osmotica.

Um metodo que tem sido aplicado com muito sucesso
em Asperngillus 4Lavus (DONKERSLOOT e MATELES, 1968) Seccharomyces
cenevisiae (LITTLEWOOD e DAVIS , 1973) e Neurospora crassa (RUS-
SEL e COHEN, 1976), depende da incorporacao pelas celulas selva-
gens em meio minimo ou a altas temperaturas de percursores de a-
cidos ribonucleicos ou proteinas marcados com tritium (3H). Du -

rante subsequente estocagem a baixa temperatura as celulas selva
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gens tendem a ser mortas pela radiotividade que elas incorporam
enquanto os mutantes auxotroficos e temperatura-sensiveis, que
nao sao ativos em sintese macro-molecular durante o periodo de
exposicao ao precurssor marcado, tendem a sobreviver. 0 metodo
parece ser efetivo no enriquecimento para mutantes auxotroficos
e temperatura-sensiveis. MARTINDALE ' e PEARLMAN (1979), estabe-
leceram metodologia alternativa em Tetrahymena termophiifa para
obtencdo de mutantes defectivos em divisdao celular e temperatu-
ra sensiveis tratando-se culturas com 5-bromodeoxiuridina (BUdR)
e luz ultra-violeta. Deste modo, ocorre morte preferencial = de
celulas pela U.V. que tenham incorporado BUdR.

Em M.anisopfiae mutantes morfologicos e auxotro-
ficos tem sido obtidos para estudos de heterocariose (TINLINE et

at, , 1971) parassexualidade e estudos geneticos (AL-AIDROSS,..
1980, 'MESSIAS e AZEVEDO, 1980) porem sem 0 uso de metodos de enriguecimento,

2.3, 0 €ICLO PARASSEXUAL

Apesar dos fungos apresentarem uma serie de vanta-
gens em estudos geneticos- crescimento rapido, facilidade de obten
cao de um grande numero de individuos (esporos) em espago redwzido,
crescimento em meios de cultura tanto definidos como complexos,fa
cilidade de manuseio e obtencao de mutantes com o uso de agentes
mutagenicos - ate praticamente o primeiro terco deste seculo limi
tavam-se aqueles que apresentavam ciclo sexual (FICOMICETOS, ASCOMI
CETOS e BASIDIOMICETOS) envolvendo uniao de celulas haploides e
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posterior meiose com recombinagcao em seus grupos de ligagao.
Desta maneira, os fungos imperfeitos (DEUTEROMICETOS) pofnﬁo
apresentarem um mecanismo conhecido de recombinacao .genetica
na natureza, nao se prestavam para estudo§ genéticos. Estaim
possibilidade, porem, foi removida com os estudos de ROPER (
1952) em Aspengillus nidufans, no qual o autor descreveu tec
nica usando mutantes mofoi6gicos e nutricionais complementa-
res, obtendo deste modo diploides estaveis apos-fusdo de hi-
fas. A seguir, PONTECORVO E ROPER (1952) verificaram atraves
deste mesmo fungo que os diploides poderiam permanecer neste
estado permanentemente ou produzir "diploides homozigotos"pa
ra um ou varios marcadores; dipldoides estes que teriam sido
originados por algumtipode "permuta" mitotica ou somatica. A
partir destes estudos, diversos trabalhos com A. nidulans fo
ram publicados, tentando-se a localizacdo de genes nos devi-
~dos grupos de 1igac50‘(PONTECORVO e ROPER, 1952; PONTECORVO
et al., 1953 e PONTECORVO E KAFER, 1958).

Uma vez este processo ter sido constatado fOR-
BES H959)estabe1éceu tecnica baseada em segregacao mitotica
para localizar novos mutantes em grupos de ligacao de A.nidu
Lans e outros fungos, sendo a mesma fundamentada na observa-
cao de que linhagens diploides sofrem haploidizacoes raras po
Fem regulares sem apresentarem permuta. Desse modo, os mem -
bros individuais de cada par de grupos de ligacao segregam co
mo unidades inteiras e independentes, fazendo com que marcado

res localizados em diferentes grupos de ligacao.mostrem livre
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recombinacao,enquanto que marcadores no mesmo grupo nao_  re
combinam. Assim, FORBES (1959), construiu linhagens mestras

tendo marcadores em cada grupo de ligacao.  KAFER (1958), usan
do o mesmo principio localizou cerca de 40 gene§ nos 8 grupos
de ligac¢ao que A.nidulans possui, sendo que estes genes foram

confirmados com o uso de analise meiotica.

Deste modo, para que se estabeleca a ocorréncia
de um ciclo parassexual, € necessaria a fusdo de hifas com mar
cas auxotroficas diferentes e complementares com conseqﬁenteeg
tabelecimento de um heterocdrio (nicleos diferentes em um cito-
plasma comum) em meio animo; fusao de nlcleos, recombinacao
via permuta ou n3o dos grupos de ligacio (PONTECORVO e KAFER,
1958) e haploidiza¢ao via nao disjuncéo (KAFER,1960, 1961; Mc
CULLY e FORBES, 1965; BAL et al., 1975). A heterocariose, alem
de ser originada por fusao de hifas, tambem pode ocorrer por
mutacdo (ISHITANI E SAKAGUCHI, 1956 e TINLINt; 1961) enquanto
que a frequencia de diploides formados pode ser aumentada por
agentes quimicos ou fisicos (PONTECORVO et al, 1953; DAY e JO-
NES, 1969 e IKEDA et al., 1957).

Yma maneira de se reconhecer conidios diploides
apos heterocariose & atraves de medidas do volume desses coni-
dios quando comparados com a linhagem haploide. Tambem o con -
teudo de DNA por nucleo pode ser uti]iiadoﬁ Algumas vezes o di
ploide pode apresentar o volume igual ao dobro da haploide (A.
nidufans; ROPER, 1952) em outras ndo (UstiLago maydis; HOLLIDAY,
1961 - Cochiliobolus sativus; TINLINE, 1962). 0  contelido de
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DNA por niucleo € um metodo seguro para indicar a formacao de di
ploides (HEAGY e ROPER, 1952).

A descoberta do ciclo parassexual permitiu que
houvesse melhoramento de fungos que possuem valor industrial pois
a maioria desses e desprovida de ciclo sexual. Assim, a desco -
berta do ciclo parassexual em Penicifium chrysogenun aumentou a
esperanca de melhorar a producéo de penicilina (PONTECORVO e SER
MONTI, 1954) por exemplo. Nas primeiras tentativas (SERMONTI ,
1959), a uUnica linhagem que teve titulo de producdo melhorada foi
um diploide. Mac DONALD et af.(1964, 1965) e Mac DONALD (1968) ,
encontraram duas dificuldades principais em seus trabalhos com
Penieillium: a possivel selecdao contra segregantes de titulo al-
to e "segrega¢ao de genomas parentais", nos quais os haploidesdo
tipo parental eram preferencialmente recuperados. Esta ultima di
"ficuldade foi provavelmente devido ao uso de haploides parentais
que diferiam um do outro no arranjamento cromossomico; por exem-
plo, uma translocacao reciproca em um dos parentais poderia pre-
venir a récombinagao e haploidizacao entre grupos de ligacao. Is
to foi resolvido contornando-se os pfob]emas que sao encontrados
na haploidizacao e foipossivel construir mapas de ligacao que de
ram uma base para um programa de cruzamento mais racional usando
se mutantes com poucas marcas auxotroficas e o uso de p-fluorfe-
nilalanina (PFA) como agente haploidizante (BALL, 1971). Dentro
desta mesma especie, SERMONTI (1956) ja havia localizado por pa-

rassexualidade 2 locos que afetavam a producao de penicilina atra
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vés do uso de heterocarios balanceados e diploides heterozigotos,
obtendo-se também recombinantes através do uso de marcas auxotrd-

ficas complementares (SERMONTI .e SPADA-SERMONTI, 1956).

Em fungos fitopatogenicos o ciclo parassexual foi
descrito em Peniciflium expansum (GARBER ¢ BEHARA, 1965), embora
BARRON (1962) nao tivesse conseguido o ciclo neste mesmo fungo.Do
mesmo modo, BUXTON (1956, 1962) conseguiu estabe]écer o ciclo pa-
rassexual em Fusarium oxysporum com a obtencao de varios recombi-
nantes entre 'as marcas pareqtais, inclusive marcas recombinantes
para patogenicidade; BOONE et af. (1956) estabeleceu o ciclo pa -
rassexual em Venturia Lnaequazié; DUTTA e GARBER (1960) em Colle-
totrnichum Lagenarium; STROMNAES et al. (1964) em Penicillium ita-
Licum, e Penicillium digitatum; HOLLIDAY (1961) em Ustilago may -
diz; KATZ e SUSSMAN (1972), MOSSES et at. (1975) e LOOMIS (1979 )
en Dictyostelium discoideum; HASTIE (1962, 1964) em Venticillium
albo-atrum; BAUCH (1952) e DAY e JONES (1968) em Ustilago viola -
cea. Este processo nos referidos fungos pode explicar o apareci -
mento de novas ragas fisiologicas e permitir o estudo genetico dos
mesmos com a localizacao e quantificacao dos genes envolvidos na patoge

nicidade.

Do mesmo modo, em outros- fungos de importancia ecd

nomica o ciclo parassexual tambem tem sido determinado (Aspengillus

onyzae e Aspergillus éojae,. ISHITANI E SAKAGUCHI - 1956; ISHITA
NI ez af.- 1956; A.oryzae, IKEDA et al. - 1957); havendo neste ul

timo caso um melhoramento na produtividade de protease em 1linhagens diploides

e
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tetraploides quando comparadas com as haploides. Em A.niger, DAS(1980) procu -

rou através de ciclo parassexual, obter melhoramento na produtivi
dade de acido citrico porem o diploide obtido e seus segregantes nao
diferiram significantemente dos haploides parentais. De maneira se
melhante, MESSIAS (1977) procurando correlacionar a parassexuali-
dade em A. {Lavus com a producao de aflotoxina, estabeleceu que es
te carater & complexo e possivelmente dependente de muitos genes.

Este processo de analise genetica, mostrou ser um
bom instrumento de localizacdo de genes com consequente determina
cdo do namero de grupos de Tigacdo em Aspengilflus nidulans (PONTE
CORVO e% af., 1953; KAFER, 1958; FORBES, 1959; Mc CULLY e FORBES,
1965); Aspengillus niger (PONTECORVO et af., 1953; LHOAS, 1967) ;
Aspengillus {Lavus (PAPA, 1973,1976); Aspergillus fumigatus (LEVA
DOUX et al., 1981); Aspengillus parasiticus (VINNET e GOYNES,1980;
Aspengillus sp (PEREIRA, 1978); Dictyostelium discoideum (WRIGHT ¢4 al., 1977);
Aspergiflus tamanii, A. ochraceus, A.wentii (ISHITANT e SAKAGUCHT,
1956); Cochliobolus sativus (TINLINE, 1962) e A.nidulfans (MENEZES e
AZEVEDO, 1978) sendo que.neste ultimo,foi estudado a localizacao e
tipos de genes (Mutacao ou repressao) responsaveis pelo aparecimen
to de variantes deteriorados que revertem para o tipo morfologico
parental.

Ressalte-se que no fungo entomapatogenico Metarhi-
zium anisopliae a determinacao do ciclo parassexual foi recentemen
te estabelecida (MESSIAS E AZEVEDO, 1980 e A1-AIDRO0OS, 1980). Osau

tores trabalharam com marcas para resistencia (AL-AIDROOS) e marcas
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para coloracao e auxotrofia(MESSIAS,AZEVEDO,1980; AL-AIDROOS,..
1980); sendo que os heterocarios obtidos pelos primeiros aﬁtores
foram verdes como o parental tipo selvagem. Diploides foram ob-
tidos, porem, com relacdao ao tamanho dos conidios, estes nao a
presentaram diferenca significativa dos haploides, havendo con-
tudo,diferenca no numero de nﬁg]eos por conidio (os diploides nao se apre
sentaram binucleados), diametro dos nucleos dos conidios (Q dia
metro nuclear dos diploides foi maior) e a quantidade de DNA dos
diploides foi praticamente o dobro. Atraves do uso de C]ofoneb
(100 ug/ml1) MESSIAS E AZEVEDO obtiveram,.a partir dos diploides,
setores em meio completo que analisados mostraram-se ser em sua ma.io
ria do tipo parental, porem,alguns mostraram-se recombinantes.
Por meio desses resultados, concluiram que este microrganismo pos
sui poucos grupos de ligacao com um numero nao sdperior a 4; 0
Cloroneb poderia estar qtuandp sé]gcionando certas combinacgoes g§
nicas que nao aparecerfam nos'hap151des segregantes ou entao, por
efeito de luz ultra-violeta, translocacoes teriam ocorrido preve-
nido o aparecimento de certos tipos de recombinantes. Deste modo,
abrem-se perspectivas de uso para esta metodologia em analise ge-
netica e melhoramento para aplicacao industrial deste microrganis

MmO .
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2.4, PROTOPLASTGS

2.4,1, ISOLAMENTO

A tecnica de obtenc3ao e fusdo -de protoplastos,des-
de os primeiros relatos (EDDY e WILLIAMSON, 1957, 1959; BACHMANN
e BONNER, 1959), tem adicionado uma nova dimensao ao estudo dos
fenomenos parassexuais nos organismos que, ou nao possuam o ciclo
sexual bem estabelecido, ou que apresentem barreira impedindo a
troca genica, recombinacdo e consequente variabilidade geneticaen
tre e dentre linhagens. Essa tecnica tem sido usada como uma "fer
ramenta" para a manipulacao genetica e cruzamento entre organis -
mos de interesse industrial (PEBERDY, 1980) ou organismos que se
jam utilizados em pesquisa basica (PEBERDY, 1979),

0 isolamento de protoplastos de .celulas microbia=
nas, envolve a digestao total ou perfuracao localizada da parede
celular por enzimas, permitindo que o conteido ceiu]ar envolvido
pela membrana celular, seja liberado e mantenha-se estavel ém meio
hipertonico.

Normalmente, a liberacao de protoplastos envolve
0 uso de enzimas 1iticas que liberam os referidos protoplastos de
uma maneira muito rapida. Isolamento de protoplastos de leveduras,
geralmente envolve o uso de enzimas comerciais, sendo que EDDY e
WILLIAMSON (1957, 1959) foram os primeiros a introduzir o uso de

suco digestivo de Helix pomatia como complexo T1itico para obter
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protoplastos em Saccharomyces cernevisiae. Do mesmo modo, esta en-
zima tem sido usada extensivamente por outros pesquisadores em di
ferentes leveduras como Saccharomyces cernevisiae (DEUTCH e PARRY,
1974), Schizosaccharomyces pombe (SHAHIN, 1971, 19725 FOURY e GOF
FEAU, 1973), Candida afbicans e Candida tropicalis (PARTRIDGE e DRE
WE, 1974). Por outro lado, numerosas outras enzimas tem-se mostra
do uteis na obtencao de protoplastos. Assim, Zimoliase, uma enzi-
ma derivada de Aathrobactus Luteus, tem sido usada para isolamen-
to de protoplastos em Candida aﬂbicané; CLguiEﬁLenmondii, C.inten
mgdia e C.thopicaldis (YAMAMURA et al., 1975)l Outros microorganis
- mos que produzem enzimas para obtencao de pro£ob1astos como Spica
nia violeacea em GLiocadium vinens (BEHLING e FISCHER, 1980); Txadi-
chodenrma vindide em Schizophyllum commune (de VRIES e WESSELS,1972,
1973 a e 1973 b); Stneptomyces satsumaensis em Geotricum candidum
(DOOIJEWAARD et af., 1973); Micromonospora em Candida utilis,00s
pora suaveolens e Geotnichum Lactis (GASLON et al., 1964); Myxoba
ctern em Mucor racemosus (GENTHNER e BORGIA, 1978); Straeptomyces

na em A. nidulans (GIBSON e PEBERDY, 1972), Trdichoderma harzanium
em A.fumigatus (HEARN et al., 1980); Streptomyces sp em S.fragil is,
Candida utilis, S. nessed, S. ceneuééiae; KLoeckera opiculata e Torula utilis
MENDOZA e VILLANNUEVA, 1962); em A. nidufans (PEBERDY e GIBSON
1971), em Moatierella vinacea (PEBERDY, 1971),em“FuAanium calmorum
(LABORDA ¢t af., 1974 LOPES BELMONTE et af., 1966), em Pythium (Sll
ESTMA ot al.,1967); Trichoderma viride em S.ce&euibiae; C. albicons, C.neofonr -
mans e H. anomafa ( MIEGEVILLE et af., 1979); Pendicdlium purpurugenum
em A.nigern (MUSILKOVA™ et af, 1969); Baciflus circulans em Pyricula

nia enyzae (TANAKA et af., 1981), tem sido utilizados.
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Com poucas excecoes (HAMLYN et af ., 1981; STEPHEN
e NASIM (1981), preparacoes comerciais ‘de enzimas 1iticas nao tem
sido efetivas para liberacao de protoplastos em fungos filamento-
Sos.

As preparacoes de enzimas 1iticas a partir de su-
co digestivo tem sido efetivas na liberacao de protoplastos de
Neurospora crassa (EMERSON e EMERSON, 1958; BACHMANN e BONNER,1959);
Penicillum c hnysoge nume Cephalosporium achemonium (FAWCETT ez af.,
1973); Geotricum candidum (FERENCZY et -al., 1974); A.niger (MUSIL-
KOVA e FENCL, 1968); Penicilflium purpurugenum (MUSILKOVA e# af.,
1969). Porem a maioria dos grupos que trabalham com fungos miceli-
ais, acham que a producao de complexos gnziméticos a partir de mi-
croorganismos, em seu proprio laboratorio, € o caminho mais efeti-
vo na obtencao de protoplastos. A lista destes microrganismos que
mostram atividade micolitica € muito grande e cbntinha a crescer
(descritos anteriormente)

Em muitos casos, a sintese do complexo enzimatico
pelo organismo 1#t1co requer a presenca de substratos indutores no
meio de créscimento. Estes meios de cultura, na sua grande maioria,
tém sido supridos com micelio homogeinizado esteri]izado do orga -
nismo- da qual se quer produzir protoplastos (MUSILKOVA et af.,1969;
SIETSMA et af., 1967), ou com parede celular purificada (BEHLING e
FISCHER, 1980; de VRIES e WESSELS, 1972). Tentativas tem sido fei-
tas para produzir meios de crescimentos mais definidos para obten-
cao de enzimas, pelo uso de po]issacar?deos jdenticos ou semelhan-

tes aqueles encontrados em paredes de fungos. Deste modo, suplemen
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tacao do meio com quitina e laminarina (HOUSSET et al ., 1975;PE
BERDYe GIBSON, 1971) ou celulase (SIETSMA e BOER, 1973) tem-se
mostrado efetiva.

0s componentes da mistura de enzimas 1iticas en
volvidas na liberacao de protoplastos siao conhecidos em apenas
alguns casos. 0s estudos mais extensivos foram feitos com enzi-
mas de Tadc hodeama harzanium com respeito ao isolamento de pro
toplastos em SchL;Ophytﬂum commune (dé'VRIES e WESSELS, 1973)
Deste modo, tres componentes principais, S-glucanase ( o-1,3 -
glucanase),R-glucanase (8 -1,3 -, B -1;6-g£ucanaée)g quitinase,
foram isolados por filtracao em coluna de gel e verificou-se que
todos os tres componentes foram necessarios para a liberacao de
protoplastos em S.commune. Por outro lado, um Comp]exo 1itico U
til no isolamento de protoplastos de Pythium foi obtido de Strep
Ztomyces satsumaensis e mostrado cohter déis importantes componen
tes, uma celulase e uma exo-laminarase (SIETSMA 2% af., 1968).

Enriquecimento de complexos 1iticos com polissa-
carideos especificos pode aumentar a produ¢cao de protoplastos ou
a velocidade de liberacdo dos mesmos. Assim, HOUSSET et af. ,(1975)
adicionaram a-1,3- glucanase e B - 1,3 glucanase a enzimas de suco digestivo
e aumentaram ambos os parametros no isolamento de protoplastos
de Schizosace haromjces pombe. MORRIS (1978), verificou que a adi
cao de glusulase ao complexo 1itico proveniente de Taichoderma har
zLanum aumentou a velocidade de l1iberacao de protoplastos em A,
nidufans e ANNE et af. (1976), obtiveram producao maxima de proto

plastos em Peniciflium chrysogenum quando enzimas produzidas por



27.

Tnichoderma foram misturadas com uma preparacao proveniente de

Streptomyces graimineofasciens e uma celulase comercial.

Complexos enzimaticos constituidos por diferen-
tes polissacarases (celulase, gumase, maltase, hemicelulase e
quitinase) purificadas tem sido utilizados para obtencao de pro
toplastos em Neurospora crassa (EMERSON e EMERSON, 1958). Do
mesmo modo, tanto preparacoes de enzimas 1iticas obtidas a par-
tir de suco digestivo de caramujo (suco digestivo bruto, helica
se 1ipolitica e citohelicase a diferentes concentragoes) DIATE-
WA et al., 1981), quanto polissacarases de origem comercial pro
venientes de outros microrganismos para uso em diferentes tipos
de fungos (A. nidulans, A. nigen, A.nugulosus, A.ochraceus, S.ce
nevisdae, A.chrnysogenum e P.chrysogenum; HAMLYN et al., 1981,tem
sido comparadas.

Protoplastos isolados de culturas de levedura ou
fungo filamentoso, por definicéo; deve ser heterogeneo com res-
peito a sua fisiologia e bioquimica. A nivel de populacao, 0
"estado fisiologico da cultura e o principal fator que determina
a producao de protoplastos. Por outro lado, a 1daﬁe fisiologica
da cultura influencia esta mesma producao. Assim; PEBERDY g% aZ.
(1976) estudaram os diversos fatores (pH, estabilizadores osmo-
ticos, idade do micelio) que afetam a liberacao de protoplastos
em A.{Lavus, A.nidulans, P.ch&yéogenum; Fusarium cukmonum e Neu
nospora crassa. Verificaram que para A.{§Lavus a producao de pro
toplastos foi maior quando foram usadas culturas em fase expo -

nencial de crescimento, o mesmo ocorrendo para os outros fungos
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estudados. ANNE e PEBERDY (1975), verificaram o mesmo fenomeno
em P.chaysogenum. ZOCHER e KLEiNKAUF (1980), obtiveram boa pro
ducao de protoplasto em Claviceps purpura ao utilizarem micelio
em fase estacionaria de crescimento (fase em que ocorre sinte-
se de ergotamina). Por outro_1ado,,MENDOZA é VILLANUENA (1962)
produziram protoplastos em grande quantidade em S.{rafilis e S.
nossed, usando micelio de culturas novas frente a acao da enzi
ma 1itica desde que fizessem um pre-inoculo de 24 horas. Do mes
mo modo, MUSILKOVA e FENCL. (1968, 1969) obtiveram a mais alta -
producao de protoplastos em A, nigenr com o uso de hifas jovens.
Resultados semelhantes tém sido encontrados por de VRIES : e
HESSHiK197é)em Schizophflum commune e por TANAKA et aﬂ.(1981)com
Pyricularia ohyzae. |
Deste modo, outros trabalhos com a idade da .cul
tura afetando a liberacao de protop1a§tos tem sido realizados em
Saccharomyces cerevisiae, DEUTCH ‘e PARRY (1974) verificaram que
celulas em fase exponencial de crescimento sao sensiveis a producao
.de protoplastos, enquanto que as de fase estacionaria nao o sao.
0 mesmo foi observado por SHAHIM (1972). KOVAC et af, (1968),po-
rem,obtiveram protoplastos de S.cerevisiae em fase estacionaria
de crescimento para estudo de fosforilacao oxidativa de suas mi
tocondrias. DEUTCH E PARRY (1974), observando que células trata
tas com cloranfenicol ou 5 - fluoruracil durante este perTodo (
fase exponencial) n3ao desenvolvem resisténcia a acao enzimatica,

sugerindo que, as mudancas envolvidas neste fenomeno sao depen-

dentes de RNA e sintese proteica. Do mesmo modo, EDDY. e WILLIAM '
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SON (1957), trabalhando com Sacharomyces carlsberngensis obti-
veram protoplastos de celulas com 2 idades de cultivo (18 h. a
temperatura ambiente e 5 h a 25¢C), sendo que nestas condigoes
a producao foi maxima; SHAHIN {1971) usando a enzima Helicase,
produziu protoplastos em celulas de Schizosaccharomyces pombe
em fase estacionaria de crescimento; STEPHEN e NASIM (1981) ,
testaram varias espécies de levedura (S.cerevisiae, Schizosac-
charomyces pombe, Kluyveromyces Lacitis, Trichosporon pullfulans
e Schwanniomyces afluvius) com a enzima Mutanse (NOVO), sendo
que o tempo otimo de exposicao variou com a idade da cultura e
a especie de levedura utilizada; BROWN (1971), tratou celulas
de Torulopsis glabrata, Candida albicans e Saccharomyces cere-
visdiae em diferentes fases de seu ciclo de crescimento com a
enzima Helicase e verificou que a susceptibilidade de T.glabra-
ta desapareceu completamente dentro de 2 horas durante a tran-
.sicao da fase exponencial de crescimento para a fase estacioné
ria, enquanto que em C. albicans e S.cerevisiae a susceptibili
dade diminuiu gradualmente durante a fase estacionaria.

Poucos trabalhos que relacionam o efeito do
meio de cultura na liberacao de protoplastos tem sido publica-
dos. MUSILKOVA e FENCL (1968), mostraram os efeitos da cultura
na liberacao de protoplastos. de A. nigen em um meio definidoe
em meio complexo. A aeracao dos meios de cultura resultou na
producdo de mais protoplastos do que nos meios sem aeracdo.Con

cluiram que o meio residual de cultivo deve ser retirado da sus
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pensdo de miceélio pela lavagem com solucao de alta pressdo osmo

tica. OKANISHI et af.. (1974), .verificaram em S.griseus e S.vene-
zuelae que o numero de protoplastos formados e maior e a veloci
dade de reversao e estabilizacao melhores em meio contendo MgCi2.
Por sua vez, FOURY E' GOUFFEAU (1973), estabeleceram que em Schizo
saccharomyces pombe a producdo de protoplastos € aumentada quan

do as células sdo pre-incubadas na presenca de 2-deoxi-D-gluco-

se. No entanto, longos periodos de incubacdao nesta substancia fa

zem com que 0s protoplastos percam sua capacidade respiratoria.

Uma outra maneira de aumentar a velocidade de
producao de protoplastos consiste em fazer pre-tratamento das ce
lulas com certas substancias como, principalmente, compostos de
Tiol. Assim DOOIJEWAARD et af..(1973) estimularam a produgao de
protoplastos em Geotnibum candidum péla adicao de Difhiothreito],
2-Mercaptoetanol ou cisteamina ao meio de incubacao ; FAWCETT et
at . (1973), verificaram que pre-tratamento do micelio com Dithio
threitol era necessario em Cephalosporium acremonium para produ-
cao de protoplastos enquanto que para Peniéiﬂﬁéum chriysogenum o0
mesmo nao foi necessario; FINKELMAN et af . (1980), atraves do u-
so de 2-Mercaptoetanol em Aukeobasideum pullulans com incubagao
anaerobica, lograram a producao de protoplastos frente a uma mis
tura de enzimas 1iticas e ALIMDZHANOVA E BEZBORODOV (1980), demonstraram que

tratamento das células de Cospora Lactis com solucao de TRIS (Hidroximetil)
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Aminometano e essencial para a lise da parede celular com en-
zima digestiva e conseqiiente l1iberacao de protoplastos. Outra
maneira de promover a liberacao de protoplastos, quando sao
usados estabilizadores organicos, consiste em fazer-se um pre
tratamento do micelio com um detergente (Desoxicolato,lauril-
sulfato ou Triton X 100). SIETSMA e BOER (1973), compararam a
acao destes detergentes na producao de protoplastos em Pythiun

sp e verificaram que o Triton X 100 e o mais eficaz.

Esporos tambem constituem-se em uma fonte util
de protoplastos, especialmente em especies onde eles sao estru
turas uninucleadas. Destes protoplastos, espera-se que sejam
mais homogéneos em sua composicao de organelas e portanto em
seu desenvolvimento; o que foi observado por GENTHNER e BORGIA
(1978) em Mucoxr naéémoaué e BOS e SLAKHORST (1981) em A,n&Mkmu
e A.nigen.Por outro lado, aspecto diferente foi observado por
EMERSON e EMERSON (1958) em Neurospora chassa, onde os proto-
plastos produzidos diretamente a partir de conidios pareceram
ser menos uniformes do que os originados da hifa, especialmen-

te, a baixas concentracoes de aclicares e enzimas.
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2.4,2, FUSAoO

0 impeto para usar tecnicas de fusao de proto-
plastos em fungos surgiu de trabalhos similares com celulas a
nimais e protoplastos de plantas. Fusao espontanea foi primei
ramente descrita, como um evento raro, em proEop1astos de Fu-
sanium culmorum (LOPEZ-BELMONTE et af., 1966), sendo a enzima
Titica proveniente de Streptomyces ra, testando varios estabi
lizadores, entre os quais os melhores foram: NH.,C1, manitol,
NaCT ou ramnose, 0 estimulo para a fﬁséo sendo desconhecido:.
A primeira tentativa de fusdo controlada foi feita com Geotnd -
chum Candidqm (FERENCZY et af., 1974), baseada em praticas ge
nétiCas'padrBes, com a selecao de heterocarios sendo feita por
complementacdo nutricional em meio minimo. A freqiiéncia de fu
'sSo.foi bafxa, estabelecendo-se o estado heterocariotico mas
ndo o diploide. A seguir, BINDINGfK1974f auméntou a freqiien -
cia de fuéﬁo em protoplastos de PhycomgceZ blakesleeanus atra
ves do uso de mutantes auxotroficos complementares e como a-
gentes de fusao, agua de mar e Ca(NO,), tamponado, sendo que,
neste ultimo a freqiiencia de fusao foi duas vezes maior do que
a obtida em agua do mar e 37 vezes maior do que a obtida por
FERENCZY et al. (1974). FERENCZY et at. (1975), aplicando os
mesmos principios conseguiram aumentar a freqiiencia de fusao
em-A. nidufans obtendo heterocarios irregulares e colonias a-
presentando-se diferentes dos mutantes parentais.

As observacoes de CONSTABEL e KAO (1974) em pro

toplastos obtidos em plantas e subseqliente aumento na freqiien
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cia de fusao atraves do uso de polietileno glicol (PEG), leva
ram a estudos envolvendo este composto.

ANNE e PEBERDY (1975), verificaram em proto-
plastos de Penicilflium chrysogenum os parametros envolvendo
§01uc50 fusogenica (PEG), pH e concentracdao de ions calcio. A
concentracao de PEG foi estabelecida como um otimo em 30% (p/v)
a um tempo de exposicao de 10 minutos a 300C. Ja PEBERDY et

'aﬂ.‘(1975); com fusoes intraespecificas em protoplastos de A.

§avus,A.nigen,P. frequentans e P.ramigena,A. nidulans foi de 25%,sendo a fre

qliencia de fusdo baixa para A.-nigen, enguanto que as de A.
§Lavus e Pendicillium foram maioresiesemelhantes a de A. nidu-
Lans. Estas ‘freqiiencias de fusao foram cerca de 1000 vezes maio
res do que as previamente achadas. A partir destes estudss,AN
NE e PEBERDY (1976) estabeleceram uma metodologia de fusao de
protoplastos que pode ser aplicada com sucesso a varias espée-
cies de fungos. Assim, estes autores atraves de mutantes auxo
troficos complementares estabeleceram fusoes intraespecificas
em Penicillium chrysogenum, P. patulum, P. roquefortidi, A. n4
dulans e Cephalosporium achemonium ,realizando tambem fusoes
interespecificas entre P. charysogenum e P. notazum, sendo que
as .freqiiencias de fusdao foram sempre aproximadamente as mes-
mas. Heterocarios foram confirmados pelo crescimento de colo-
nias em meio minimo, alguns diploides foram formados e confir
mados por prototrofia, coloracao de esporos, tamanho de espo-

ros e conteudo de DNA.
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Estes estudos com consegqgiiente aprimofamento na
"tecnologia de fusao, deram um grande avanco aos varios -campos
da Genetica, fazendo com que significativos progressos tenham
sido obtidos com fusoes a niveis intra é'intérespechicos e
intergenericos. Desse modo, fusoes envolvendo células com mes
mo tipo de reacao sexual tem sido realizados em S. cerevi-
s4ae, SVOBODA (1978), obteve com mutantes auxotroficos comple-
mentares e PEG, freqiiencias de fusao de 1 a 3%. Analises cito
logicas e geneticas preliminares sugeriram a formacao de um
sincario e integracao de marcas geneticas parentais, embora o
"mesmo autor (1976) nao houvesse conseéuido fusao de protoplas
tos entre linhagens de-SacchanomgceZ cenevisiae de diferentes
tipos de reacao sexual, sendo que a conjugacao ocorreu somen-
te quando os protoplastos ja tinham concluido a regeneracao de
uma nova parede celular. van SOLINGEN e van der PLAAT (1977),
por sua vez, fusionaram linhagens do mesmo tipo de reacgao se-
xual com auxilio de B-mercaptoetanol, ao mesmo tempo que estu
daram se fusao por PEG poderia ser aplicada em leveduras. Da
mesma maneira, CHRISTENSEN (1979) fusionou protoplastos de S.
cerevisfae de mesmo tipo de reacao sexual e a segregacao dos a
lelos para esta caracteristica com marcas auxotroficas asso-
ciadas, na proporcao 4:4, mostrou que nao poderia ter ocorri-
do mutacao. A analise genetica dos marcadores demonstrou ter
havido recombinacao. Experimento semelhante foi realizado por
YAMAMOTO e FUKUI (1977).

Em Schizosaccharomyces pombe, fusoes de proto-
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plastos entre linhagens de mesma " reacao sexual' tambem foram
obtidas com formacao de progenie diploide (SIPICZKI e FERENCZY,
1977) e localizacao de genes em grupos de ligagao (THURIAUX,
1980). De maneira semelhante, em Candida albicans, fusoes de
protoplastos foram realizadas em presenca de PEG (JEFFREY ezt
af., 1981) estabelecendo-se o estado diploide, sendo confir-
mado pelo volume ce]u]af; ocorrendo perdas cromossomicas que
Originaram aneuploides a varios niveis. Tambem foi verificado
pof SARACHEK et af. (1981) que as perdas de cromossomos e in-
ducao de permuta por irradiacao podem afetar a recombinacao pa
:ra as marcas parentais nos hibridos. ba mesma. forma, em Candi
"da thopicalis, tem sido obtidas fusSes'de protoplastos com es
tabelecimento de heterocario que podem levar éo estado diploi
“de (VALLIN e FERENCZY, 1978) ou nao (FOURNIER. et af., 1977),
sendo quevnéste ultimo caso foi obtido apenas um diploide e a
partir deste foram‘dbservados recombinantes para os varios mar
-c$dores genéticbs envolvidos. | |

| Nos fungos filamentosos e bacterias filamento-
sas, fusao de brotop1astos tem sido usada com sucesso para pro
duzir heterocéribs com conseqliente diploidia e recombinantes in
traespec?ffcos em diversos géneros’(StneptqmyceA fradie, S.
ghiseofulvus; BALTZ, 1978 - S. coeRicolor; HOPWOOD e WHRIGT,
1979 - Stneptomyces sp.; HOPWOOD et ak., 1977, 1978 - S. coe-
Licokon, S. parvulus, S. Lividans, S; grndseus, S. acrimycind;
COHEN, 1977 - S. fradie; BALTZ, 1978 - Taichoderma virnide;B0J
NANSKA et al., 1980 - Geotrichum candidumg FERENCZY et at.,
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1974 - Mucon nacemosus, GENTHNER e BORGIA, 1978 - P.chrysoge-
num; ANNE e PEBERDY, 1975 - Fusardium cumorum; LOPEZ - BELMONTE
et al., 1966 - A. nidulans; FERENCZY et af., 1975 e Phycomyces
blakesfeeanus; BINDING, 1974). Porem, BALL e HAMLYN (1982) nao
obtiveram evidencias nitidas de formacao de diploides e hete-
rozigotos foram raramente detectados eﬁ fusaes'de linhagens es-
treitamente relacionadas e divergentes de Cephalosporium acre
mondium. Recombinantes, presumivelmente haploides, foram recu-
perados atraves de repique da mistura de fusao de protoplas-
tos para uma serie de meios seletivos de regeneracao.

De grande significancia e 0 uso devtécnicas de
fusao na producao de hibridos interespecificos e intergeneri-
cos. Assim, FERENCZY et af. (1976) lograram a fusao e comple-
mentacao nutricional entre A. nidulans e A. {fumigatus a uma
baixa freqiiencia, sugerindo que esté complementacao foi devi-
do a aneuploidias. KEVEI e PEBERDY (1977, 1979), ao realiza-
rem fusdes entre A. nidulans e A. rugulosus obtiveram hetero-
carios de crescimento lento em meio minimo que déram origem a
setores diploides vigorosos. Estes ao serem aéora estudados com
marcadores em todos os grupos de ligacao da linhagem de A. n4i
dufans mostraram distribuicao ao acaso destes grupos de 1iga—
cao nos setores apos haploidizacao sugerindo um alto grau de
homologia entre as espécies. PEBERDY et af. (1977), isolaram
em meio minimo heterocarios interespecificos apos fusdo entre
P. chrysogenum e P. cyaneo-fulvum e semelhantemente aos traba

Thos de KEVEI e PEBERDY (1977, 1979) obtiveram diploides e re
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combinantes para as marcas parentais, GODFREY et af. (1978),
cruzaram mutantes auxotroficos de S. fradie e S. binkinien si.s
e verificaram um aumento de 200 a 1000 vezes- na recombinacao
obtida quando comparada com o cruzamento por tecnicas conven
cionais.

Usando linhagens com menor grau de parentesco
(P. noquefontii e P. chrysogenum), ANNE et af. (1976) obtive-
ram colonias “thridgs" apos fusao que prontamente segregaram
a primeira linhagem parental; contudo a prototrofia dessas co
lonias e sua capacidade de produzir penicilina indicou a pre-
senca, ao menos em parte, do genoma de P. chrysogenum.

Fusao de protoplastos entre generos diferentes
de leveduras (S. cerevisigee Schizosdccharomyces pombe) = foi
obtida com sucesso ﬁor CARRAU et af. (1982), usando como meio
de recuperac¢ao de heterocarios, meios providqs de fontes de
carbono adequadas para os provaveis produtos de fusao.

| A fusio de protoplastos & fambém utilizada pa-
ra transferencia de determinantes geneticos citoplasmaticos
como 0s -presentes em mitocondrias. Desse modo, FERENCZY:e MARAZ
(1977) transferiram mitocondrias entre linhagens de mesmo ti-
po de reagao sexual de S.cerevisiae, FUKUDA e KIMURA (1980),
YAMASHITA et af. (1981) fizeram transferencia intergenerica
de mitocondrias de Hansenufa wingei para protoplastos de S.
cerevisiae usando a met6d01ogia de miniprotoplastos e MARAZ e
SUBIK (1981) fusionaram protoplastos .de linhagens auxotroficas

de S. cenrevisae de 'reacoes sexuais"iguais e opostas, carregando
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diferentes marcadores mitocondriaisi Neste'ﬁltimo caso, a ex-
pressao dos genes mitocondriais nao foi prejudicada nem pelos
genes nucleares ("mating-type") nem be]o,métpdo de transferen
cia de genomas, tornando-se deste modo, possivel o estudo ge-
netico por fusdao de protoplastos. Recentemente TSUBOI (1981),
trabalhando em S. cerevisiae com Tinhagens dip]Gides que eram
deficientes respiratorios ou eram homozigotas.para o locus ti
po de reacgao sexual (a/a ou a/a) e portanto, incapazes de es-
“porular, foram cruzados por fusao de:protoplastos e induzidos
a esporular sem reversao a celulas normais. Para isto, linha-
gens diploides deficientes respirat6r1a§"f0ram cruzadas com
linhagens haploides- respiratoria competentes, com marcadores
mitocondriais para resistencia, e linhagens haploides homozi-
gotas para locus de tipos de reacao sexual foram cruzadas com
linhagens haploides de tipos de reacao sexual opostos;Este pro
cedimento levou a formacao de esporos, e a analise dos genoti
pos dos esporos revelou que quando os produtos de fusao forém
cultivados sob condicoes para esporulacao nao ocorre carioga-
mia, nucleos diploides sofrem meiose e ambos os nucleos, di-
ploide e haploide, sao capazes de desenvolver esporos.

Outros estudos tem sido realizados com os pro-
toplastos ou com produtos de fusao destes. Assim, HINNEN et
af. (1978), transformaram protoplastos de S. cerevisae leu 2~
com plasmideo bacteriano Col E1 carregando o gene de levedura
leu 2%, ocorrendo insercdo deste em varias regides do genoma,

incluindo a regiao leu 2”; BEGGS (1978), de maneira similar ,
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transformou protoplastos de S. cerevisae com um plasmideo qui
mérico entre Col E1 e o plasmideo 2 um  juntamente com o ge-
ne jeu 2%, GURINA et af. (1979), estudaram a composicao pro-
teica de protoplastos de Candida utifis e MANN e MECKE (1980),
isolaram e caracterizaram membranas nucleares e nucleo de S.
cenevisiae atraves de sua composicao quimica e padrao eletrofo
retico de proteina total. DARLING et af. (1969) em S. cerevi
siae; HAVELKOVA (1966) em C. utilis, S. canibbe&genaLé,S. cene
vistae S. Lactis e Schizosaccharomyces pombe; MIEGEVILLE et

ak. (1979) em S. cerevisiae, C. albicans, C. neoformans e H. a
nomafa e NUNO CHACEL (1982 - comunicacdo pessoal) em M. ani
Abpﬁiae realizaram estudos com microscopia eletronica do pro-
~cesso de formacao de protoplastos e dos perfios protoplastos.
GUMPERT (1980), realizou estudos com microscopia eletronica |
da fusao de protoplastos em Streptomyces hygroscopLcus. MORRIS
(1978), utilizou protoplastos de A. nidulans para obtencao de
"DNA de alto peso molecular. BIRNBdIN (1971), obteve acido ri-
bonucleéico e polirribossomos a partir de protoplastos de Schi
zosaccharomyces pombe. ROBINSON et al. (1981), verificaram a
homo]ogia de DNA entre S. jumonjinensis e S.Lipmanii atraves
da fusao de protoplastos dos mesmos e analise em gel de ‘aga-
rose.

Uma nova metodologia que tem sido aplicada com
sucesso na fusao de protoplastos e que foi verificada em S.

cenevisiae (WEBER et al., 1981) e o estimulo da referida fusao

por um campo eletrico de alto pulso, fazendo com que a  fre-
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gliencia de fusao seja aumentada em cerca de 200 vezes quando
-comparada com experimentos sem tratamento com o campo e]étri

Co.
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3., MATERIAL E METODOS

3.1, LINHAGENS UTILIZADAS

As linhagens utilizadas de Metarhizium aniso-
pLiae foram provenientes de diferentes Estados brasileiros e
originariamente isoladas de insetos adultos de Deois (Homopte
ra, Cercopidae). Assim, foram usados as seguintes linhagens: Eg -

(Espirito Santo);‘RJ~3 (Rio de Janeiro) e M (Manaus).

3.2, MEIOS DE CULTURA E SOLUCGES UTILIZADAS

3.2,1, MEIO MINIMO (MM) (PONTECORVO e col., 1953)
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MGSOh « 7 Ha0uueenennrennsoneennns 0,5 g
] 0,02 g
ZNS0kn e e eeee e e eeenaareeanan cee. 0,02 g
GliCOSB.tiireenennnnscnonnnnnnnns 10,0 g
Agar..eieieeerieenensncescsnasnnes 15,0 ¢
Agua destilada...eveeeeeeeennnnn. 1000,0 ¢

pH ajustado para 6,8 com NaOH 4%

3:2.2, MEIO COMPLETO SOLIDO (MC) (AZEVEDO e COSTA,
1973)

Adicionou-se ao meio minimo:

Extrato de levedura......oeeeuens 0,54
B T 5 /0 1 T 2,0 g
Caseina hidrolisada......c.ceveee. 1,59
Solucao de vitaminasS....eveeeeens 1,0 ml
Solucao de acidos nucleicoS...... 1,0 ml

pH ajustado para 6,8 com HaOH 4%

3.2.3, MEIO MINIMO LfQUIDO (PONTECORVO e col., §953)

Preparado segundo o item 3.2.1., nao sendo adt;

cionado agar.
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3.2.4, MEIO COMPLETO LfQUIDO (PONTECORVO e col., 1953)

Preparado segundo os itens 3.2.1. e 3.2.2.,nao

sendo adicionado o agar.

3.2.5., MEIO MINIMO MAIS 2% DE MEIO COMPLETO E MEIO
MINIMO MAIS 4% DE MEIO COMPLETO

Em tubos de ensaio, foram adicionados 2,5 ml de
meio minimo 1iquido mais 2% de meio completo 1iquido e meio mi
nimo mais 4% de meio completo 1Tqu1do, respectivamente. Estes

tubos foram autoclavados e conservados em refrigerador.

3,2.6, MEIO COMPLETO 2X CONCENTRADO

Preparado segundo os itens 3.2.1. e 3.2.2., on

de cada componente foi colocado em quantidade dobrada, com ex

cecdao.da &gua.

3.2.7. MEIO MINIMO 2X CONCENTRADO

Preparado segundo o item 3.2.1., onde cada com
ponente foi colocado em quantidade dobrada, com excec¢ao da a-

gua.
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3,2.8, MEIO MINIMO LiQUIDO PARA CRESCIMENTO DE MICELIO

Ao meio minimo preparado segundo o item 3.2.1.,

foram adicionados o(s) requisito(s) para cada marca auxotrofi

ca.

3.2.9. MEIO PARA CRESCIMENTO DE MICELIO

Ao meio minimo 1iquido preparado segundo o 7-
tem 3.2.1., foram adicionados 2,0 g/£ de caseina hidrolisada

e 5,0 g/£ de extrato de levedura.

3.2.10, MMKC£ PARA REVERSAO E OBTENCAO DE PRODUTOS DE
FUSAO

Preparado segundo o item 3.2.7., onde o0 mesmo
foi diluido no momento de uso com KC1 1,4M em tampao fosfato

~pH 5,8, na proporgao 1:1.

3,2.11, MCKCL PARA OBTENCAO DE CRESCIMENTC DE CELULAS
TOTAIS (PROTOPLASTos; MICELIO E CONIDIOS NAO
DIGERIDOS)

Preparado segundo o item 3.2.6., onde 0o mesmo
foi diluido no momento de uso com KC1 1,4M em tampdo fosfato

pH 5,8 na proporc¢ao de 1:1.
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3.2,12, SOLUCAO DE VITAMINAS

Acido nicotTnico.e.eeeeeennn. Cereaee 100,0 mg
Acido p-aminobenz0icO....ee.e... eeee 10,0 mg
Biotina..eeeveeereeeereeneneccnsensss 0,2 mg
PiridoXina.eeeeeeeeeeeececencnncnnns . 50,0 mg
RibOf1aViNg.eeeeeeeeeceeeessosoncanns 100,0 mg
THAMING s v v eeneeeeeennerannens e 50,0 mg
Agua destilada esterilizada.......... ' 100,0 m1

A solucao foi aquecida em banho-maria a 980Cpor
15 minutos e guardada em frasco escuro, no refrigerador a 40C

sob cloroformio.

3,2.13. SOLUCAO DE ACIDO NUCLEICO DE LEVEDURAS
a) Acido nucleico de leveduras: 2,0 g em 15,0 ml1-de HC1 1N
b) Acido nucleico de leveduras: 2,0 g em 15,0 m1 de NaOH 1N

Ambas as solucdes foram aquecidas a 98°C duran
te 20 minutos, misturadas, o pH ajustado para 6,0 com NaOH 4 %
e filtradas. Completou-se o volume para 40 ml e manteve-se em

refrigerador a 49C sob cloroformio.



3,2.]14, SUPLEMENTOS ADICIONADOS AO MEIO MINIMO

46.

~Estoques de suplementos foram preparados, adi-

cionando-se cada um deles em frascos contendo agua

destilada

esterilizada. Estes foram aquecidos em banho-maria (980C) por

15 minutos e conservados em refrigerador a 40C (os estoques de

vitaminas foram conservados em frascos escuros).

Quantidade adicionada por . Concentracao fi-

Solucao
Estoque placa (20 ml de meio: nal no meio de
- (20m1 de agua) de cultura) cultura

AAdenina SOO,OAmg 0,1 ml 25,00 pg/mil
Lisina 1,0 g 0,1 ml 50,00 ug/ml
CisteTna 1,0 g 0,1 ml 50,00 pg/ml
Metionina 1,0 g 0,1 m 50,00 ng/ml
‘Piridokina - 5,0 mg 0,1 ml 0,25 ug/ml
Biotina 4,0 mg 0,1 ml - 0,20 ug/ml -
§cido nicotinico 10,0 mg 0,1 ml 0,50 pg/ml
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3.2.15, SOLUCAO SALINA (0,85%)

Preparou-se uma solucao de 8,5 g de NaCl em
1000 m1 de agua destilada. Foram colocados 10 ml em frascos e
a seguir os mesmos foram autoclavados e conservados.-a tempera

“tura ambiente.

3,2.16. SOLUCAO DE TWEEN 80 (0,1%)

Foram adicionados 0,1 ml1 de Tween 80 em 100,0 ml
de- agua destilada com homogeneizacao e 2,5.ml da solucdao fo-
ram colocados em tubos de ensaio, que foram a seguir autocla-

vados e mantidos a temperatura ambiente.

3.2.17, SOLUCAO DE CASEINA HIDROLISADA

Preparou-se a solucao, dissolvendo-se 100 mg de
caseina hidrolisada em 10 m1 de H,0 destilada esterilizada.Es
ta foi aquecida em banho-maria (98°C) por 15 minutos e a se-

guir conservada em refrigerador a 46C.

3.2,18. SOLUCAO DE ALBUMINA 5%

Preparou-se uma solucao com 5,0 m1 de clara de
ovo em 100 ml de agua destilada. Filtrou-se e conservou-se em

congelador.
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53.2,19. SOLUCAO DE CLORONEB (1,4-dicloro-dimetoxil ben
zeno) (Du Pont, 65% P.A.)

Preparou-se a solucao dissolvendo-se 100 mg de
Cloroneb em 10 ml de agua destilada esterilizada (concentra -

cao final de 6.500 pug/ml P.A.). Conservou-se em refrigeracao

a 40¢.

3,2,20. TAMPAO FOSFATO pH 5,8

.. Solucao A

NaHoPOye e vennnsnn et 24,0 g
Agua destilada..eeeeeeeneeeennnnn 1000,0 ml -
Solucao B
Na2HPO4 . 12 H30.evvvveeennnnnae s 71,6 g
- Agua destilada. e eeeeernnneenns. 1000,0 ml

‘Adicionaram-se 920,0 m1 de solucao A em 80,0 ml
‘de solucao B. As solucdes A e B foram conservadas no refrige-

rador e o tampao fosfato foi preparado no momento de uso.
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3.2.21., TAMPAO FOSFATO pH 6,9

. Solucao A

NaH2POhu oo seeneeneencencceocnnenncnns 27,8 g
- Agua destilada....... [P e «.. 1000,0 m
. Solucao B
I NBHPO e et e et e et 53,65 g
- Agua destilada.....ceeeeeeeeeceaaeea.. 1000,0 ml

Adicionaram-se 45,0 m1 da solucao A em 55,0 ml
da solucao B e completou-se o volume para 200,0 ml com agua
destilada. As solugcoes A e B foram conservadas em vrefrigera-

dor e o tampao foi preparado no momento de uso.

3,2.22., TAMPAO LITIO-BORATO pH 8,3

Hidroxido de 17tio (anidro)........ 1,2 g
- Acido bOriCO.eeereereeeeennnss e 11,8 9 g
- Agua destilada...eeeeeeeeeneeennnns 1000,0 ml

3,2.23, TAMPAO TRIS-CITRATO pH 8,3

Trizma BaSe..eeeeeeieeeeeeececaonns 6,3 g
Ajustar o pH com acido citrico..... (21,6 g)

Agua destilada..eeeeeeeenecennennns 1000,0 ml
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3.2.24, o-NAFTILACETATO

- a~naftilacetato....eviveenrnenennn. 0,2 g
ACELONA . e e e e eeeeeeeeenneeerannens 10,0 m
Rgua destilada...... tessssessessans 10,0 ml

3.2.25. B-NAFTILACETATO

B-naftilacetatOoeeeeeeeeeeees ceeeees 0,2 g

Acetona....& ....................... 20,0 ml

3.2.26. SOLUGCAO PARA REVELACAO DE ESTERASES

Fast BIUE Rucuveennene.. PO 100,0 mg
a-naftilacetato.......... SERTETRPPS 3,0 ml
B-nafti]acetato....,.....Q....,.;.. 3,0 ml

Tampao. fosfato pH 6,9.; ............ 100,0 ml

3.2.27. SOLUCAO DE PERSULFATO DE AMONIA (AP)

Solugao aquosa a 10% de AP.

3.2.28. SOLUCOES DE ALCOOL ETILICO

As so]ucﬁes foram preparadas nas concentracgoes
de 95, 70 e 50%. As diluicoes do alcool para a producio das

solucoes foram realizadas com agua destilada.
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3.2.29. SOLUCAO DE GIEMSA

Diluiu-se uma parte de Giemsa em 66 partes de
glicerina a 600C e apos o resfriamento, misturou-se com 66 par
tes de metanol. Esta solucao foi mantida a temperatura ambien

te.

3.2.30. SOLUCAO DE FIXACAO

No momento de uso, foi preparada uma solugcao na
proporcao de 6 alcool etilico absoluto: 1 acido acético

gla-cial: 1 acido latico.

3,2.31. SOLUGAO DE KCL 1,4M pH 5,8

Para o preparo désta so]uéﬁo, 104,38 g de KC1
foram dissolvidos com agitacao e aquecimento em 500 ml de so-
lucao A (tampao fosfato pH 5,8). Levou-se ao potenciometro e
adicionou-se solucao B (tampao fosfato pH 5,8) ate atingir-se
pH 5,8. 0 volume final foi acertado para 1000 ml com tampao

fosfato pH 5,8. Autoclavou-se e conservou-se em refrigerador.



52.

3.,2.32, SOLUCAO DE KCZ 0,7M pH 5,8

Para preparo desta solucao, um volume de KC1
1,4M foi diluido em igual volume de tampao fosfato pH 5,8. Au

toclavou-se e armazenou-se em refrigerador.

3,2.33, SOLUCAO DE PEG 30%

Solucao A
CaCloeeeeneeneocenconosenancannnnns weeee 11,04
- Agua destilada...eeeeeeneneennn. eeeneen 1000,0 ml

. Solucao B
Glicina.eeeeeneennennnne Ceteccessecsnnns 3,75 ¢g
- Agua destilada..eeeveeenerennnnns e 1000,0 m1

pH ajustado para 8,0 com NaOH 4. %.

"Foram adicionados 10,0 m1 da solucao A em10,0ml
da solug¢ao B e o volume corrigido para 100,0 m1 com agua des-

tilada. 0 pH foi corrigido para 8,0 com NaOH 4 % e adicionado

PEG 6000 em concentracao final de 30%.



53.

3,2.,34, SOLUCAO DE ENZIMAS PARA PRODUCAO DE PROTOPLAS-
TOS (HAMLIN et af., 1981)

Para cada 1,0 ml de KC1 0,7M em taﬁp&o fosfato
pH 5,8 foram adicionados 5,0 mg de enzima ]Tfica,senm)Z,Snm

de "celulase CP" e 2,5 mgde "NOVO".

3,2,35, SOLUCAO DE DIFENILAMINA

Colocou-se 10,0 g de difenilamina pura em 100,0
ml de acido acetico glacial e adicionou-se 2,7 ml de acido sul
furico concentrado. Conservou-se no escuro e, no momento de u

so, aqueceu-se a 1000C por 15 minutos.

3.2.36., SOLUCOES DE ACIDO PERCLORICO

0,5M vreennnennns 50,18 g vvvevvven. 1000 ml (H,0)
IN oereenennens 100,36 G vvnnrnnen 1000 m1 (H,0)

3.2,37. SOLUCAO 5mM NaOH

Procedeu-se a confecc¢ao de uma solucao estoque

IN e desta, fez-se a solucao 5mM.



3,2.38., SOLUCAO ESTOQUE DE DNA PARA CURVA PADRAO

Preparou-se a solucao dissolvendo-se 80 mg de
DNA purificado em 10 ml1 de solucao 5mM de NaOH. As diluicoes pa
ra preparacdo de curva padrao foram realizadas com acido per-

clorico 1N.

3.2.39, GEL DE ACRILAMIDA

Cyanogum a 5% em uma mistura de tampoes Tris-Ci

trato pH 8,3 e Litio-Borato pH 8,3 (na proporcao 9:1).

3,2.40, SISTEMA DE FILTRO PARA TECNICA DE ENRIQUECIMEN
TO

No intericr de filtros plasticos foram fixadas
6 camadas de gaze (mantidas esticadas) com o auxilio de fita
crepe. Este conjunto foi envolto em papel de aluminio e auto-

clavado por 15 minutos a 1200C.

3.2.41, FILTROS BUCHNER PARA FILTRAGAO DE MICELIO

Estes foram preparados, mantendo-se em seu in-
terior duas folhas de papel de filtro Whatman n® 1. Foram en-
volvidas em papel de aluminio e papel comume autoclavados por

15 minutos a 1200C.

54.
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3,2.,42, USO DE PALITOS PARA TRANSFERENCIA DE- COLONIAS

Palitos rolicos adquiridos no.comercio foram
autoclavados em agua por 6 vezes consecutivas (sendo lavado e
a agua trocada a cada vez) e entao esterilizados em forno por
3 horas. Depois de usados, eram novamente autoclavados, secos

e esterilizados para posterior uso.

3.2.43, ESTERILIZACAO E INCUBAGAO

0s meios de culturas e as solucoes foram este-
rilizadas em autoclave por 15 minutos a 1200C (exceto nos ca-
sos assinalados). Os frascos que necessitaram ser utilizados
e esterilizados, foram autoclavados a 1200C por 35rﬁnutos(fil
tros;, frascos de producao de protoplastos, etc.). A temperatu
ra de incubacao foi de 289C, exceto quando foi necessario dei

xar o material a temperatura ambiente.

3.3, SOBREVIVENCIA A LUZ ULTRAVIOLETA

Suspensoes de conidios das linhagens selvagens
Ee e RJ em tween 80 foram observados ao microscopio com o0 au-
x11i0 de uma Camara de Neubauer, determinando-se assim o nume
ro de conidios por mililitro. Estas suspensoes foram diluidas

em solug¢ao salina (1:10), colocadas em placas de Petri esteri
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lizadas, irradiadas com luz ultravioleta a diferentes intensi
dades (uW/cm2/s). Apos cada irradiacdo, diluicOes apropriadas
"foram feitas em solucao salina 0,85% e 0?1 ml foi semeado em
placa contendo MC. As placas foram incubadas a 280C em ausen-
cia de luz. Findo este periodo, as colonias sobreviventes fo
ram contadas e procedeu-se o calculo da curva de sobreviven-
cia, tomando-se o numero de colonias obtidas no tempo 0 minu-
tos como 100% de sobrevivéncia. Estimou-se deste modo, o tem-
po de irradiacao que permitia 5% de sobrevivencia para as di-

ferentes linhagens.

3,3.1, DETERMINACAO DO TEMPO DE ENRIQUECIMENTO POR
FILTRACAO PARA OBTENCAO DE- MUTANTES AUXOTRO-
FICOS

Suspensoes de conidios em tween 80 (0,1%)das 1linhagens
selvagens (Eg¢ e RJ) e mutantes para uma marca auxotrofica e u
ma marca para coloracao (EgA"Y e RJATY), foram produzidas com
conidios crescidos em MC inclinado por 7-8 dias (280C).

Para cada linhagem, quantidades Qe cerca de 107
conidios por ml foram misturados (Eg e EgA"Y; RJ e RIATY) e a
dicionadas em erlenmeyers contendo 50 m1 de meio minimo 17qui
do, para os tempos 0 - 5 - 10 - 15 - 20 e 25 horas. Estes er-
lenmeyers foram incubados com agitacao rotatoria (150 rpm) a
280C, Apos cada periodo de incubacio, o conteiddo do frasco foi

passado atraves de filtro contendo 6 camadas de gaze e centri
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fugado (10 minutos a 3000 rpm). Diluicoes apropriadas foram
‘feitas em solucao salina 0,85% e semeadas em placas contendo
MC. As placas foram incubadas por 7-8 dias (2800).‘Ap65 este
periodo, as colonias foram contadas (sendo pongve] diferen -
ciar mutantes de selvagens, pois os priﬁeiros sao amarelos) e
estabeleceu-se a porcentagem de cada lTinhagem em rela -

¢ao ao numero total de colonias para cada tempo.

3.3.2. OBTENCAO DE MUTANTES MORFOLOGICOS

Suspensoes de conidios das linhagens selvagens
'(Eﬁ e RJ), contendo 107 conidios/ml (contados com o auxilio da
Camara de Neubauer), foram diluidas em solucdo salina 0,85% (1:
:10) e irradiadas na intensidade de luz ultravioleta que propi-
ciasse 95% de morte.

As suspensdes irradiadas foram diluidas e se-
meadas em placa contendo MC de modo que crescessem de 30 a 100
colonias por placa. Estas placas foram incubadas a 280C por
7-8 dias. Findo este periodo, as colonias que possuiam colora
¢ao ou morfologia alteradas e que tambem cresciam em MM foram

consideradas mutantes morfologicos.
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3,3,3, OBTENCAO DE MUTANTES AUXOTROFICOS

Suspensoes de conidios das linhagens mutantes
morfologicos em tween 80 0,1% foram obtidas com conﬂﬁos<n@sci
dos em MC inclinado por 7-8 dias. A concentragao destas sus-
pensoes foram determinadas como descrito no item 3.3., sendo
irradiadas do mesmo modo. Apos irradiacao, a suspensao total
foi transferida para frasco contendo 50 m1 de MM 1iquido que
foi agitado por um periodo de 20-25 horas. Apos este periodo,
o0 MM foi filtrado atraves de gaze (1tem 3.2.41.) para um ou-
tro frasco erlenmeyer esterilizado e vazio.e novamente agita-
do a 280C no periodo acima citado. Este procedimento foi repe
tido por tres vezes, sendo que apos a ultima filtragem o MM
foi centrifugado (3000 rpm 10 minutos), o "Pellet" ressuspenso em cerca
de 3,0 ml de solucao salina esterilizada e semeado em MC. As
placas foram incubadas (28°C) por um periodo de 7-8 dias. To-
das as colonias que se desenvolveram nestés placas, foram trans
feridas para placas Contendo MM, com auxilio de palitos de ma
deira esterilizados na disposigcao de 5 x 5 + 1 (AZEVEDO et al.,
1976). Colonias que nao se desenvolveram neste meio foram con
sideradas como sendo mutantes auxotroficos. 0 Tocal do agar em
que as mesmas foram inoculadas, foi cortado e transferido para
tubo contendo MC. Estes foram agora incubados a 289C por 7 -8
dias, conseguindo-se deﬁte modo, conidios para ensaios de de-
ficiencias nutritivas.

Placas contendo MM solido mais cada uma das so

lucoes (caseina hidrolisada, acidos nucleicos, vitaminas e ex
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trato de leveduras) foram feitas e deixadas secar em estufa a
280C por 24 horas. Apos este periodo, conidios provenientes
-dos mutantes auxotroficos foram co]ocados de 'maneira eqliidis-
tante nas referidas placas e as mesmas foram incubadas por 2-
-3 dias (289C). Assim, o crescimento-dos mutantes em uma das
p]acas;e nao em MM ,indicava a deficiencia de cada um, o0 que
levou a obtencao de mutantes morfologicos e auxotroficos sim-
ples. Para a obtencao de mutantes morfologicos e com dupla au
xotrofia o mesmo procedimento foi realizado, adicionando-se o
requisito para a primeira marca ao MM 1iquido (usado para fil
tragem) e ao MM solido adicionado de aminoacidos, vitaminas,

acidos nucleicos e extrato de leveduras.

3.3.4, TESTE DE REVERSAQ

Para o referido teste, suspensdes de conidios de
todos os mutantes obtidos, foram feitas em solucao de tween 80,
de tal modo que as mesmas tivessem 107 conidios/ml. Estas fo-
ram semeadas em MM eincubadas a 28°C por 7-8 dias. Apos este
_ periodo verificou-se a presenca ou ausencia de crescimento de

colonias.

3.3.5, DETERMINACAO DO TEMPO PARA PRODUCAO DE PROTO-
PLASTOS

Quantidades constantes de micelio obtido por
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24 horas de agitacao em meio produzido segundo o item 3.2.9.,
foram resuspendidas em quantidades constantes de estabilizador
osmotico (KC1 0,7M) e complexo enzimatico (HAMLYN et «f.,1981)
por periodos variaveis de tempo (0 - 30 - 60 - 90 - 120 -
150 - 180 minutos). Apos cada um destes periodos, a suspen -
sao de micelio foi lavada com KC1 0,7M por centrifugacdo (500
rpm - 30 segundos). O sobrenadante foi novamente lavado por
centrifugacao (4000 rpm - 10 minutos), ressuspendido em quan-

tidades constantes de KC1 0,7M e o numero de protoplastos de-

terminados por contagem em camara de Neubauer.

3.3.5.1. Producao de protoplastos

Conidios crescidos em MC inclinado a 280°C por
-7-8 dias, foram suspensds em solucao salina e determinadas
suas concentracoes (conidios/ml) com o aux?]io de Camara de
"Neubauer e microscopio. Estas forah adicionadas em meio para
producao de micelio (item 3.2.9.) mais os requisitos de cada
mutante para uma concentracao final de 10° conidios/ml. 0 meio
assim obtido, foi mantido em agitador rotatorio (150 rpm) a
280C por 24 horas. Findo este periodo, o micélio desenvolvido

foi filtrado em filtro Blichner com auxilio de bomba de vacuo
e lavado em KC1 1,4M (tampao fosfato'pH 5,8).:Determ1nou-se a
seguir, seu peso umido. Este micelio foi colocado em presenca
de KC1 0,7M (tampao fosfato pH 5,8) e complexo de enzimas 17-
ticas na propor¢ao de 50 ma de mi¢elio: 1,0 ml de KC1 0,7 M:

5 mg de enzima (50% de celulase CP e 50% de NOVO) (HAMLYN et
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al., 1982). Agitou-se em agitador reciproco (120 rpm) por 2:30
‘a 3:00 horas. Apos este periodo, verificou-se a presenga de
protoplastos com o auxilio de microscopio (uma gota da suspen
sao que havia sido agitada sobre lamina e laminula). Uma vez
observada a presenca de protoplastos, centrifugou-se a suspen
sao por 30 segundos a 500 rpm, retirou-se o sobrenadante e o
mesmo foi centrifugado por 10 minutos a 4000 rpm. O sobrena -
dante foi desprezado, ressuspenso o "pellet” em KC1 0,7M este
rilizado e novamente centrifugado (4000 rpm; 15 minutos). Re-

petiu-se esta operagao mais 2 vezes.

3.3,6. CONTAGEM DE PROTOPLASTOS

0s protoplastos obtidos no item 3.3.5.1. ("pel
let") foram ressuspensos em KC1 0,7 M (tampao fosfato pH
5,8) (volume fixo) e contados em Camara de Neubauer com o au-

< . . - . - .
Xilio de microscopio optico.

3.3.7. FUSAO DE PROTOPLASTOS (PEBERDY, 1979)

Os protoplastos obtidos em KC1 0,7M foram mis-
turados em quantidades iguais (nunca menos que 10°® protoplas-
tos/m1) centrifugados a 4000 rpm - 10 minutos e o pellet la-
vado por centrifugacao em presenca de KC1 0,7M mais 2 vezes.

0 pellet assim obtido, foi ressuspenso em PEG (1,0 ml) pre-a-
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quecido (300C) e mantido em banho-maria (300C) por 10 minutos.
Apos este periodo, adicionou-se KC1 0,7M (cerca de 25 ml) e
.centrifugou-se por 10 minutos 4000 rpm. Este-procedimento foi
repetido duas vezes. 0 pellet assim obtido, foi ressuspenso em
1 m1 de KC1 0,7M e diluigoes apropriadas (1:10) foram feitas
também em KC1 0,7M. Estas diluigdes foram semeadas "pour plate"
(1,0 m1) em MMKC1 (-1; -2) e MCKC1 (dilui¢oes conforme o nume

ro de protoplastos).

3.3.8. VERIFICAGAO DA PRESENCA DE HIFAS, ESFEROPLAS-
TOS E CONIDIOS NA SUSPENSAO DE PROTOPLASTOS

Os protoplastos das linhagens mutantes obtidos
no item 3.3.5.1. foram semeados por "pour plate" em MC e MCKCI
(45 - 500C). 0 crescimento de colonias neste meio de cultura
(MC), indica o numero de hifas e conidios que existem na solu
cao de protoplastos quando comparado com a suspensao semeéda
em placas com MCKC1. A semeadura foi feita com diversas dilui

coes.

3.3.9, TESTE DE REVERSAO EM PROTOPLASTOS

Suspensoes de protoplastos obtidos no item
3.3.5.1. foram semeados por "pour plate" em MMKC1 (45 - 500C)
sem diluicao. As placas foram incubadés a 280C por 7-8 dias e

constatou-se a presenca de revertentes pelo crescimento de co
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lonias.

3.3.10. OBTENCAO DE HETEROCARIOS

3.3.10.1. Fusdo de protoplastos (PEBERDY, 1979)

Das placas de MMKC1, oriundas dé fusao de pro-
toplastos (item 3.3.7.) e contendo pequenas colonias, foram
recortados blocos de agar (contendo estas colonias) que foram
transferidas para placas contendo MM e MC. Incubou-se estas

placas a 280C por 15-20 dias:

3.3.10.2. Freqiiencia de fusao de protoplastos
Esta foi determinada como sendo:

colonias desenvolvendo em MMKCI

colonias desenvolvendo em MCKCI]

3.3.10.3. Analise de setores oriundos de colo-
nias obtidas em fusao de protop1as—

tos

Dos setores obtidos nas placas contendo MC, fo
ram feitas suspensoes em solugao salina 0,85%. Estas solucoes,
apos serem diluidas convenientemente, foram semeadas em MC de

tal modo que se obtivessem colonias isoladas (10 a 15 colonias
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por placa). Estas placas foram incubadas (28°C) por.7-8 dias.
As.colonias isoladas que ai se desenvolveram, foram transferi
-das para placas contendo MC na disposicao de'5 x 5 + 1 para
confeccao de placas mestras. Déstas placas, as colonias foram
transferidas com o auxilio de um replicador.multifio (AZEVEDO
et af., 1976) para placas contendo MM mais uma-combinacao dos
requisitos nutricionais exigidos pelos mutantes participantes
da fusdo. Estas placas foram incubadas por 48 horas (289C),pe

riodo apdos a qual fez-se a leitura dos mesmos.

3.3.10.4. Obtencao de heterocario pela metodo

logia classica (ROPER, 1952)

Conidios das diferentes linhagens (com comple
mentacdo para marcas auxotroficas e morfologicas) foram colo-
cados em tubos de ensaio contendo 2,5 ml de MM 1iquido suple-
mentado com 2% e 4% de MC 1iquido (permite uma germinacdao ini
cial dos conidios). Estes tubos foram incubados por 10 dias
(280C) e a pelicula formada na superficie do meio foi transfe
rida para placas contendo MM solido. Apos incubacao (280C -
10 dias) uma extremidade desta pelicula foi novamente trans-
ferida para placas contendo MM solido e novamente incubadas
a 280C por mais 10 dias, para evitar-se crescimento devido a

resquicios de MC vindos dos tubos.
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3.3.10.5. Obtencdao de diploides

Tanto os conidios de ‘colonias heterocarioti-
cas em MM, provenientes de fusao de protoplastos, quanto 0s
de pelicula (metodologia classica), foram usados para obten-
cao de suspensoes em Tween 80,0,1%(cerca de 107 conidios/ml ) .
Estas solucoes foram semeadas em MM sem diluicao e com dife-
rentes diluicoes (10°° e 10°%) e dincubadas (289C) por 6-7 dias.
As colonias que se desenvolveram nestas placas foram transfe-
ridas novamente para MM (provaveis diploides) e MC (para tes-

tar estabilidade). Incubou-se por 7-8 dias' (280C).

3.3.10.6. Haploidizacdo dos diploides

Todos os provaveis diploides, foram inocula-
dos em MC mais quantidades de Cloroneb (AZEVEDO et af., 1977)

para dar concentracoes finais de 75, 100 e 150 pg/ml.

3.4, COLORACAO DE CONIDIOS

Conidios com 7-8 dias de crescimento em MM a
280C, foram coletados, colocados sobre laminula em presenca de
albumina 5% e homogeneizados com o auxilio de outra laminula.
Apos um periodo de secagem, os conidios foram fixados por 15
minutos em solucaodealcool absoluto: acido acetico glacial: a

cido latico . Este procedimento foi seguido de hidrata¢ao com
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solucoes de alcool (95 - 70 - 50%) e agua destilada por cinco
minutos em cada fase. A seguir, o material sofreu hidrolise a
cida em presenca de HC1 1N durante 20 minutos a 620C em ba-
nho-maria e foi lavado com agua destilada duas vezes. Logo a-
-p65, o material foi corado com 10 m1 de tampao fosfato pH 6,9
mais 16 gotas de solucao de Giemsa, lavado com tampao fosfato
e .observado ao microscopio optico (as 1aanu]as foram torna-
das permanentes pela passagem em acetona e xilol um minuto em
cada fase e colocadas sobre lamina na presenca de Balsamo do
Canada). 0 tamanho dos conidios foi determinado com o auxilio

de uma escala graduada em microscopio optico.

3.4,1, MEDIDA DO TAMANHO DOS CONiDIOS

Com o material preparado como no item 3.4., de
terminou-se a medida de conidios, usando-se para isto, uma o-
cular micrometrica adaptavel ao microscopio optico. As medi-

das tomadas foram diametros maior e menor dos conidios.

3.4,2. DETERMINACAO DO NUMERO DE NUCLEOS POR CONIDIO

Conidios desenvolvidos em MM e-MC por 7-8 dias
a 280C foram preparados como no item 3.4. , observados ao mi
croscopio optico e determinada a pofcentagem media de nucleos

por conidio. Foram empregados 400 .conidios.
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3.5. DETERMINACAO DOS PADROES DE ESTERASES EM M. .anisopliae

POR ELETROFORESE EM GEL DE ACRILAMIDA

0 metodo usado foi o de SCANDALIOS (1969) mo

dificado.

3.5.1. PREPARACAO DAS AMOSTRAS

0 material a ser ensaiado (M. anisopliae) foi
crescido em tubos de ensaio contendo MC 1iquido (3,0 ml1) por
5 a 7 dias. A pelicula de micelio formada na superficie do
meio foi triturada em outro frasco com o auxilio de um bastao
de vidro em presenca de 0,5 ml do tampao do gel (9 partes de
Tris-Citrato pH 8,3 para 1 parte de Litio-Borato pH 8,3). Es-
te material foi centrifugado a 4000 rpm por 10 minutos. 0 so-
brenadante foi diluido (1:10) com o mesmo tampdo e aplicado

no gel de eletroforese.

3.5.2., PLACA DE GEL DE ACRILAMIDA

Foram dissolvidos 5 g de Cyanogﬁm em 90 ml de
tampao Tris-Citrato pH 8,3 e 10 ml de tampao Litio-Borato pH
8,3. Apos a completa dissolu¢ao do Cyanogum, foram adiciona-
dos 0,1 m1 de TEMED (Tetramethyl-ethylenodiamine) e 0,8 ml de
solucao AP (persulfato de amonio). Imediatamente, a mistura

foi vertida em uma placa de vidro de 15 cm x 16 cm x 0,3 cm .
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Uma outra placa de vidro foi posta por cima do gel, tendo-se o
cuidado de nao deixar bolhas de ar.

Deixou-se polimerizar em temperatura ambiente
por 20 minutos e depois colocou-se em geladeira (40C) por, no
minimo, mais 20 minutos.

Uma vez polimerizado o gel, a placa de vidro
de cima foi retirada e canaletas no gel foram feitas, com 0

auxilio de um pente de metal com 12-14 dentes.

3.5.3, APLICACAO DAS AMOSTRAS E CORRIDA DA ELETROFO-
RESE

Cada amostra foi embebida num pequeno retangu-
lo de papel de filtro Whatman n® 3, o qual, depois de ser re-
tirado o excesso com o auxilio de um papel poroso, foi coloca
do em um dos canais feitos no gel.

Apos a aplica¢ao das amostras a placa foi pos-
ta em uma cuba de eletroforese horizontal. 0 tampao do eletro
do foi o Litio-Borato pH 8,3 e a corrida foi feita do polo ne
gativo para o positivo com uma amperagem de 25 mA - 30 mA /

/170V - 200V, em geladeira, por um tempo de 4 a 5 horas.
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3.5.4, REVELACAO DAS ESTERASES E PLASTIFICACAO DO GEL

Apos a corrida, o gel foi colocado em uma cuba

de plastico em presenca de 100 ml da solucao para revelacao
(item 3.2.26.) a 379C por 40 minutos).
u Este procedimento sendo realizado, seguiu-se a
refirada da solu¢cao corante, lavagem do gel em agua destila-
da e fixacao em alcool etilico 50%, por no minimo, 10 minutos
a 40cC.

Para plastificar o gel, retirou-se o alcool ,
lavou-se em agua corrente e a plastificacao foi feita em pa-

pel celofane com auxilio de um bastidor de bordado.

3.6, EXTRACAO E DOSAGEM DE DNA

Uma grande quantidade de conidios foi obtida a
partir de uma‘suspensgo bem concentrada em tween 80 0,1% por
lavagens sucessivas com agua destilada em centrifugacﬁo (10
minutos - 4000 rpm). Estes conidios foram resguspendidos em
10 m1 de tween 80 0,1% e divididos em 3 fracoes a saber: 1,0
ml para contagem de esporos, 2,0 ml para determinacao de peso
seco e 7,0 ml para extracao .de DNA. Esta ultima fracao foicen
trifugada (10 minutos - 4000 rpm) e o precipifado foi ressus
pendido em acetona fria. Centrifugou-se novamente e o precipi
tado ressuspendido em 7,0 ml de eter sulfurico P.A.. Repetiu-se este proce

dimento mais uma vez(centrifugagao e ressuspensao do "Pellet") e o pricipi
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tado foi deixado a temperatura ambiente ate nao haver mais odor de eter.Con
servou-se em gelo aproximadamente 20 .minutos e o precipitado
*foi ressuspendido em 4,0 ml .de acido perclorico 0,5M frio mais
0,1 ml1 de tween 80 0,1% e deixado a 0°C por 20 minutos. Apos
este tratamento, foi incubado em banho-maria (70°C - 50 minu-
tos) centrifugado (4000 rpm - 10 minutos) e coietado o sobre-
nadante. A seguir, ao precipitado restante, adicionou-se mais
3,0 ml de acido perclorico 0,5M e novamente centrifugou-se
guardando este sequndo sobrenadante juntamente com o primeiro.
Este procedimento foi repetido mais uma vez e o conjunto de
sobrenadantes foi conservado em refrigerador para dosagem de
DNA.

Para a dosagem de DNA, a cada 2,0 ml da solu-
cao de concentracao desconhecida, adicionou-se 4,0 ml de solu
cdo de difenilamina. Como "blank" utilizou-se. 2,0 ml da solu-
¢cao que se extraiu o DNA do fungo e 4 ml de acido acetico gla
cial mais 0,1 ml de acido sulfurico concentrado. Realizou - se
a leitura em 550 nm. Antes da leitura,as solucoes foram aque-

cidas a 1000C por 15 minutos.
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4, RESULTADOS

L,1, SOBREVIVENCIA A LUZ ULTRAVIOLETA (U.V.)

Suspensoes de conidios das linhagens selvagens
E¢ e RJ-3 foram irradiadas com diferentes intensidades de luz
ultravioleta (uW/cm2 . iﬁz/s) conforme descrito no item 3.3..
Para as duas linhagens, estimou-se a intensidade de irradia-
cao necesséria'para obtencao de 5% de sobrevivencia (BARACHO
et al ., 1977). Nas Tabelas 1 e 2 estao 0$ resultados obtidos
para as duas linhagens selvagens (Eg, RJ-3). A partir destes
dados, determinaram-se as curvas de sobrevivénéia das referi-
das linhagens (Figuras 1 e 2). As intensidades necessarias pa
ra conseguir-se 95% de morte a partir de uma suspensao de co-
nidios em E¢ e RJI-3 foram de 97,72 puW/cm?2 . 10°2/s e 77,27 uW/

/cm? . 1072 /s, respectivamente.
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TABELA 1 - Numero e porcentagem relativa de conidios sobreviventes a 1luz
ultravioleta (media de duas repetigoes) do isolado selvagem Eg.

Intensidade de Nﬁmero de sobreviventes Porcentagem de

irradiacao ' sobreviventes
(/cm- .10 2 /s) (x 107y (x 107y (M)

0 0,613 4,501 2,55x107 ‘ i,OOx]O2
18 | © 0,788 1,131 0,95x107 7,70x10*
36 0,204 0,51  0,38x10° 2,30x10’
2 0,00 0,213  0,15x10 ~ 0,95x10°
108 ' 0,016 0,042 0,03x]057 - 0,18x101

216 0,0001 0;002 0,90x10"* 5,90x10--2

_ , -2
432 10,0002 0,000 0,10x10" 4,60x10




73.

TABELA 2 - Numero e porcentagem relativa de conidios sobreviventes a luz
ultravioleta do isolado selvagem RJ-3.

Intensidade de Numero de sobreviventes ~ Porcentagem de
irradiagao - ' sobreviventes
(wW/cm?.1072/s) (x107)  (x107) (W) )
0 - 4,920 0,930  2,93x107 1,00x102
18 3,990 0,810  2,40x107 8,20x10"
36 2,380 0,730 1,56x10° 6,38x10"
72 0,309 0,050  0,18x10° 5,82x10°
108 : 0,029 0,005  0,15x10° 4,44x10
216 0,000  0,0005 0,62x10" 1,40x10 7

: o
432 0,0004 0,000 0,95x'|02 2,00x10
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Figura 1 - Curva de sobrevivencia do 1so]ad0 Ee de M. anisopliae, com Tuz
ultravioleta (uw/cm2 102 /5).
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Figura 2 - Curva de sobrevivencia do isolado RJ-3 de M. anisopliae, com

luz ultravioleta (pW/cm2 . 102/s).
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4,2, DETERMINACAO DO TEMPO DE ENRIQUECIMENTO POR FILTRACAO
E OBTENCAO DE MUTANTES AUXOTROFICOS

Suspensoes de conidios preparados conforme i-
tem 3.3., foram utilizadas para determinacdo do tempo necessa
rio na obtencio de nimero maximo de coldonias auxotroficas a
partir das linhagens selvagens e auxotroficas obtidas por ir-
radiacao com Tuz ultravioleta (Eg : 92,72 uW/cm? . 10'2/5
RJ3 77,27‘uW/¢m2. 1072/s). A Figura 3 mostra o esquema para es
te enriquecimento e posteriores passos utilizados para carac-
terizacao. A Tabela 3 mostra a porcentagem relativa no numero
de colonias mutantes e selvagens dos isolados Es e RJ-3 para
os diferentes tempos de agitacao e as Figuras 4 e 5 mostram as
curvas obtidas com o uso destes procedimentos. A Tabela 4 mos-
tra os mutantes obtidos, bem como o numero de mutantes para ca
da marca auxotrofica e a Tabela 5 mostra os mutantes com as
marcas auxotroficas duplas, bem como a simbologia usada para
caracteriza-los. Deste modo, estabeleceu-se o tempo entre 20
e 24 horas como o ideal para crescimento. em meio Tiquido com
agitacdo e obtencdo de colonias auxotroficas. A porcentagem de
mutantes auxotroficos obtidos através desta metodologia variou

de 2,34% a 6,13%.
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SUSPENSAO DE CONIDIOS SELVAGENS

3

TRATAMENTO COM AGENTE
MUTAGENICO (LUZ U.V.)

MM (LBQUIDO)
- FILTRAR

’ \
FILTRAR

.
"CENTRIFUGAR

\ .
RESSUSPENDER EM
SOLUCAO SALINA

(0,85%)

|

MC (SOLIDO)

MM (SOLIDO) ——

CARACTERIZACAO
(AUXONOGRAFIA)

(Ee¢s RJI-3)

TRATAMENTO COM AGENTE

MUTAGENICO (LUZ U.V.)

J

MM
(MUTANTES PARA COLORACAQ)

o

MM SOLIDO SUPLEMENTADO
MC (SOLIDO)

CENTRIFUGAR

I

FILTRAR

MM_LTQUIDO SUPLEMENTADO

B

FILTRAR
MM LIQUIDO SUPLEMENTADO
FILTRAR

L
MM LIQUIDO SUPLEMENTADO

TRATAMENTO COM AGENTE

-MUTAGENICO (LUZ U.V.)

————— MUTANTE AUXOTROFICO ONICO

Figura 3 - Esquema seguido para enriquecimento e obtencao de mutantes mor

fologicos e auxotroficos.
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Tabela 3 - Porcentagem relativa no numero de colonias mutantes e selva-

gens dos isolados Eg e RJ-3 para os diferentes tempos de agita
¢ao apos filtracao (média de duas repetigoes).

~-Tempo

Ee. . : o RJ-3

(h) Selvagem Mutante Selvagem Mutante
0 92,97 17,02 62,8 37,2
5 82,26 - 17,73 - 57,95 42,05
10 81,53 18,46 © 58,3 41,7
15 47,0 53,0 73,3 27,7
20 12,78 87,21 6,19 93,8
25 6,14 93,85 3,94 96,05
Tabela 4 - Numero de cada tipo de mutantes obtidos com a tecnica de enri-

quecimento por filtracao.

Deficiencia 4  Isolado
Eg RJ
Adenina 02 02
Lisina - 13 02
Metionina : ' 01 § 02
CisteTna 01 01
Valina : - 01
Piridoxina 01 ' 01*
Biotina v . '01 ' 01*
Acido nicotinico 01 -
r 20 10

* Colonias que apresentam crescimento colonial.
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- @——— AUXOTROFICA EgYAD™
O-——-0 PROTOTROFICA (SELVAGEM)

100,0

% RELATIVA- ENTRE COLONIAS
AUXOTROFICAS E PROTOTRGFICAS

10 15 .20 25
TEMPO (HORAS)

(o]
o4

Figura 4 - Porcentagem relativa entre colonias auxotroficas e prototrofi-
cas por tempo de cultivo em MM do isolado Eg.
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@————& AUXOTROFICA RJYAD™
O- ——-0 PROTOTROFICA (SELVAGEM)
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% RELATIVA ENTRE COLONIAS
AUXOTROFICAS E PROTOTROFICAS
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Figura 5 - Porcentagem relativa entre colonias auxotroficas e prototrofi-

cas por tempo de cultivo em MM do _1'solado RJ-3.
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Tabela 5 - Mutantes obtidos nos isolados Eg e RJ-3 atraves de irradiacao com

luz U.V.

Isolado selvagem Morfologia Mutante Simbologia
irradiado (conidio) auxotrefico da linhagem
Ee Y (amarelq) Piridoxina (PIR) o
(YLO) Adenina (ADE) YPA

Piridoxina (PIR) .

Lisina (LYS) Pl

Adenina (ADE) o

Lisina (LYS) YA'L

Adenina (ADE) . .

CisteTna(CYS) YA C

V (violeta) M?tiénina (MET) VM B"

(VIN) Biotina (BIO)

RJ-3 Y (amarelo) Adenina (ADE) o
(YLO) Metionina (MET) YA'M
~Adenina (ADE) .

CisteTna (CYS) YA'C

Adenina (ADE) . _

Lisina (LVS) YA'L

V (violeta) Lisina (LYS) o
Acido nicotinico (NIC) VL'N
Lisina (LYS) o

CisteTna (CYS) we

Lisina (LYS)

VLM

Metionina (MET)
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4,3, TESTE DE REVERSAO

0s mutantes utilizados tanto para obtencao de
heterocario como para fusdo de protoplastos, foram ensaiados
quanto a reversibilidade das suas marcas auxotroficas e morfo
logicas, para servirem como controles dos testes realizados. A

Tabela 6 mostra a freqliencia de reversao espontanea para cada

mutante.

Tabela 6 - FreqUéncia de reversdo espontanea dos mutantes utilizados na
referida dissertacao.

Frégliencia de reversdao em

Isolado Mutantes
’ 107 conidios
Ee YPTA® <1
YPTL™ <1
YATL™ <1
YATC™ <1
VM™B™ <1
RJ-3 YATM™ ‘ <1
YATCT <1
YATL™ <1
VLN <1
VL e <1
VL™M™ <1
Manaus* YA™M™ <1

* Obtido e gentilmente cedido por Nuno Chacel, do Laboratorio de Genetica
da Universidade de Brasilia.
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4.4, PRODUCAO DE PROTOPLASTOS

Protoplastos, tando do isolado Eg¢ quanto do i-
solado RJ-3, foram produzidos segundo o item 3.3.5..

Determinando-se assim um tempo ideal (20a 24
horas), no qual ocorre uma'producﬁo maxima de protoplastos ho
mogeneos. A Tabela 7 demonstra o numero de pfbtop]astos obti-
dos nos diferentes isolados; a Figura 6 cohpara a produc¢ao dos

mesmos e a Figura 7 mostra estes protoplastos.

Tabela 7 - Numero de protoplastos produzidos em diferentes tempos de tra-
tamento com o complexo ‘17tico (x]OG).

Tempo Isolado Eg Iso}ado RJ-3
- (minutos) M ' M
30 0,15 0,25 0,40 0,26 3,86 1,25 1,30 2,14
60 ' 0,30 0,65 1,50 0,82 3,65 12,00 7,84 7,83
90 0,90 1,95 2,40 1,75 17,25 6,66 15,30 13,05
120 1,50 2,55 2,60 2,22 19,40 ,.8,]0 16,40 14,63
150 3,00 3,10 2,25 2,78 23,00 7,80 21,20 17,33

180 2,70 3,45 2,05 2,73 20,40 12,20 27,90 20,17




N DE PROTOPLASTOS PRODUZIDOS X 10°

204

16

-
n
3

(o]
!

L T ¥ ¢

30 60 90 o 1éo 1%0 . léO
TEMPO DE TRATAMENTO (MINUTOS)

Figura 6 - Producao de protoplastos dos isolados E; e RJ-3 em diferentes
tempos de tratamento frente ao complexo 1itico.
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Figura 7 - Protoplastos produzidos a partir de micelio de M. anisopliae

tratado com complexo 1itico, podendo-se observar a presenca
de esferoplastos e hifas. (Aumento de 400X).
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4,5, OBTENCAO DE HETEROCARIOS

4,5,1. METODOLOGIA CLASSICA (ROPER, 1952)

Metodologia para obteng¢ao dé heterocarios en-
tre mutantes auxotroficos e morfologicos complementares E¢ e
mutantes do isolado RJ-3, bem como dentro dos mutantes do iso
lado E¢ e RJ-3 foi realizada segundo o item 3.4.10.4., osquais
constam da Tabela 8.

As peliculas obtidas entre 0s mutantes do
mesmo isolado (Eg) em MM + 4% MC, quando’ transferidos pa_
ra placas contendo somente MM, cresceram vigorosas com as
mesmas apresentando <coloracao mista dos 'dois parentais
ou nao, isto e, nao apresentaram a coloragao verde do pa
rental selvagem (Fig. 8). Quando, pedacos de agar foram reti-
rados das bordas destas colonias e novamente transferidos pa-
ra MM, estes apresentaram-se de forma idéntica as colonias he
terocarioticas anteriores e nao formando setores;

As peliculas obtidas, por sua Qez, entre mutan
tes dos isolados E¢ e RJ-3, na sua grande maioria, quando trans
feridas para MM n3do conseguiram se desenvolver em colonias he-
terocarioticas (Fig. 9), com excecao dos cruzamentos EgYA P +
+ RIVL™N™, E¢YATP™ + RJVL™C™, E¢VUM B~ + RJVL™C™ que ja nestas
placas (MM), produziram (por uma unica vez) setores vigorosos
e com caracteristicas diferentes das linhagens envolvidas nos

cruzamentos (Fig. 10). Do mesmo modo, 0S cruzamentos  dentro
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do isolado RJ-3, na grande maioria das vezes, nao produziram
peliculas de heterocario, sendo porém, colonias com as mesmas
caracteristicas (E¢ + RJ-3) obtidas por uma Unica vez nos cru

zamentos RIYA™M™ + RJIVL™N™ e RJIYA™M™ + RJIVL™C .

4.5.1.2."0btencao de diploides e segregacao

Das suspensoes de conidios (107 conidios/ml) ,
obtidas a partir das colonias heterocarioticas provenientes
dos cruzamentos dentro do isolado Eg e plaqueadas em MM (10°®
conidios/m1), somente o cruzamento EgVM B~ + EgYA™C™ (por uma
unica vez) originou conidios capazes de crescer neste meio.
Estes coan%os eram amarelos e uma vez tratados com Cloroneb
em MC (item 3.2.19) nao produziram setores.

Dos setores vigorosos obtidos nos demais cruza
mentos, conidios fofam semeados tanto em MM como MC. Neste Gl
timo meio as colonias apresentaram-se com crescimento estavel
enquanto que, no MM cresciam, mas com a producao de pequenos
setores. Estes pequenos setores quando novamente transferidos
para o mesmo meio (MM), comportaram-se da mesma maneira. Coni
dios das colonias estaveis em MC quando crescidos em MC com
Cloroneb, produziram setores que apresentaram o mesmo compor-

tamento.
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Tabela 8 - Cruzamentos realizados para obtencao de heterocariose (PONTE-
CORVO e ROPER,1952) em M. anisopliae.

Isolados Cruzamento

Ee + Eg VM'B™ + YATP™ .
VM™BT + YATC™
VM™B™ + YPTL™
VMB™ + YATL™

Ee + RJ-3 VMB™ + YATL™
VMB™ + VLN™
VM‘E‘ +VLc”

YATP™ + VLN
YATPT + VLTC
YATP™ + VL™M™
YATCT + VLTNT
YATCT + VLM
YPTL™ + YATC™
YPTL™ + YATM™
RJ-3 + RJ-3 YATCT + VLM
YA™M™ + VLN
YA™M™ + VLTC
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Figura 8 - Colonias heterocarioticas obtidas nos cruzamentos (metodologia

classica) dentro do isolado E; de M. anisopliae.
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Figura 9 - Pelicula heterocariotica resultante do cruzamento entre mutan
tes dos isolados E¢ e RJ-3 e dentro do isolado RJ-3.



Figura 10 - Pel7cula heterocariotica apresentando "
em MM, (Cruzamentos E6 X E6 e E6 X RJ

setores vigorosos" ja
3)-

91.
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4.5.1.3. Analise da variabilidade genetica das
linhagens selvagens, mutantes e seto-

res dg M. andisopliae

Esta analise foi feita atraves de eletroforese
de esterases em gel de poliacrilamida como descrito no item 3.5.

As Figuras 11 e 12 mostram a variabilidade apresentada entre

as linhagens utilizadas. .

4.5.1.4. Tamanho dos cenidios e conteudo de
DNA por conidio das linhagens selva-

gens, mutantes e setores de M. aniso-

pLiae

0 tamanho dos conidios foi determinado segundo
o item 3.4. e conteido de DNA por conidio segundo o item 3.6.

A Tabela 9 mostra os resultados obtidos nos dois metodos.
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PADROES
1

2
3
4
5
6
7
8

9
10
11
12

8 9 10 11 12
L INHAGEM
RJ-3
RIYA™M™
RJVL™C™
Ee
Eg VM™B-
Ee YATP™
setor proveniente EgYA™P™ + RJVL™N™
setor proveniente EgVM™B~ + RJVL™C™
setor vigoroso proveniente E,YATPT+RJIVL™N
setor vigoroso proveniente E. YATPT+RJVL™C"
setor vigoroso proveniente E  VM"B7+RJVL™C”
setor vigoroso proveniente RJYA"M +RJVL™C"

Figura 11 - Eletroforese em gel de poliacrilamida. Padroes de esterases

das linhagens envolvidas no experimento.
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Figura 12 - Esquema obtido a partir dos padroes de esterases da Fig. 11.

PADROES L INHAGEM
1 RJ-3
2 CRIYATMT
3 RIVL™C™
4 Ee
5 EcVM'B™
6 EcYAP™
7 setor proveniente EgYATP™ + RJVL'N™
8 setor proveniente EqVM'B™ + RJVL™C™
9 setor vigoroso proveniente E¢YA™P™ + RJVL™N™
10 setor vigoroso proveniente EgYA™P™ + RJVL C~
1 setor vigoroso proveniente E¢VM'B~ + RJVLC™
12 setor vigoroso proveniente RIYA'M™ + RJVLC™

* Bandas correspondentes a o-esterases.
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Tabela 9 - Diametro de conidios, numero de nicleos por conidio e conteudo

de DNA por conidio

das linhagens selvagens e cruzamentos a

partir dos mutantes obtidos a partir das primeiras.

Tamanho dos conidios em um” % de Conteudo de

Linhagem Comprimento  Comprimento b?ﬁ3;$223652 pgﬁAcé§¥%;%)
maior menor

Ee 17,4 7,0 2 0,65.107%3
RJ 19,36 7,36 4,75 0,50.107%2
EYATP //RIVLTCT 19,82 9,11 0 1,00.1072%
E¢WM™B™//RIVLC™ 19,24 8,7 0 1,10.10'13
RIYA™M™//RIVLC™ 19,36 7,88 0 2,90,10713
E«YA™P™//RIVL'N™ 19,43 9,03 0 3,76.107 3
E¢VWM™B™//RJIVLC™ 19,80 9,18 0 5,50.107%3

! Media de 25 medidas.

2 % em 400 conidios contados para cada 1inhagem.
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4.5.2, FUSAO DE PROTOPLASTOS

A metodologia utilizada para obten¢ao de "pro-
dutos de fusdo" entre mutantes auxotroficos e morfologicos com
plementares, dentro do isolado E¢ e entre os isolados Es e
RJ-3, foi realizada segundo o item 3.3.7., a qual encontra-se
resumida no esquema da Figura 13. Os cruzamentos realizados ,
as freqliencias de reversao dos protoplastos de cada Tlinhagem
utilizada e as freqiencias (media) de fusao de cada cruzamen-
to sdo mostrados na Tabela 10.

As suspensoes de protoplastos obtidas apos tra
tamento com PEG (polietileno glicol), item 3.3.7., foram se-
meadas em MMKC1 e incubadas por um periodo de 8 dias. As "pe-
quenas" colonias que se desenvolveram neste meio, como "prova
veis" produtos de fusao, foram transferidas para placas com
MM ou MC por recorte de um bloco de agar.

"No meio minimo, estas "pequenas" colonias, a-
pos um periodo dé incubacao, desenvolveram-se ou nio em colo-
.nias heterocarioticas (Fig. 14a) apresentandé coloracdo mista
entre as linhagens parentais mutantes ou com coloracao de so-
mente um dos pais (Fig. 14b). Suspensdes de conidios (10® co-
nidios/ml1) em tween 80, 0,1%, dessas colonias heterocarioti -
cas, quando transferidas novamente para MM, nao apresentaram
o desenvolvimento de colonias prototroficas.

No meio completo, estas "pequenas" colonias, a

pos um periodo de incuba¢cdao, apresentaram setores com caracte
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risticas de um ou de ambos os pais do cruzamento (Figuras 15
e 16). Destes setores, suspensoes de conidios foram feitas em
tween 80 0,1%, que apos diluicoes apropriadas, foram semea-
das em MC para obtencao de colonias isoladas. Apos este proce
dimento ser realizado, procedeu-se a auxonografia dos setores,
pela tecnica de placa mestra e conseqliente semeadura em meios
diferenciais (Fig. 17). 0 resultado obtido para cada cruzamen
to, encontra-se relacionado na Tabela 11.

Na auxonografia, obtiveram-se colonias que a-
presentaram coloracao verde e cresciam em MM (Fig. 17). Quando
suspensoes de conidios destas colonias foram novamente semea-
das em MM e MC,obtiveram-se coldnias que apresentaram as ca-

racteristicas de ambos os pais separadamente, e que nao cres-
ceram em MM evidenciando-sedeste modo sua natureza heteroca-

riotica.
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Tabela 10 - Freqliencias de reversao dos protoplastos utilizados para fu-

sao, cruzamentos realizados e freqiiencia de fusao para cada
cruzamento.

Frequencia de

MYA™™™

N Freqiiencia

Linhagens reversao Cruzamento - de fusio
(107 protoplastos) .

EVMB™ <1 EQVMB™ x EYA'L™ 20,2 . 1075
E¢YATL™ <1 | ‘ EGVM;B- &.EFYA-C; 0,83 . 10°°®
EGYA-C- <1 EG.VM"B'= X E¢YPL™ 44,1 . 1073
EeYPL” <1 EQWB™ X EYAPT 2,6 . 1070
EgYA™P™ <1 . EGVMfB_,X RIYATL™ .34,16 . 1075
RJVL™N™ <1 EcYAC™ x RJVL;N- 0,88 . 10°°
RIYA'L™ <1 EcYP'L™ x MYMA™ 33,63 . 1075

<1
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Figura 14a,b - Desenvolvimento de colonias heterocarioticas em MM prove-
nientes da fusao de protoplastos entre isolados-de M. ani-
sopliae (cruzamentos: Eg x Eg , Eg x RJ-3).



Figuras 15 e 16 - Desenvolvimento de colonias oriundas de fusdo de proto-

plastos em MC entre isolados de M. anisopliae.
(cruzamentos: E. x RJ-3).
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Figura 17 - Placa mestra utilizada para repique em meios de cultura dife-

renciais, mostrando colonias obtidas de setores em MC.(Disposi
cao 5 x 5+ 1).
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Figura 18 - Colonias de M. anisopfiae provenientes de fusao de protoplas-
tos e mostrando o desenvolvimento de coloracao verde entre as
mesmas (Fusao : Eg x Eg ).



104,

Tabela 11 - Segregantes obtidos nas diferentes fusoes de protoplastos em
M. anisopliae.

Numero de’ setores

Cruzamento _ Recombinantes (N©Q)
' analisados
E¢VM™B™ x EgYA'L™ 61 Y AT (1)
L~ (1)
ATL'B (1)
VM (2)
A~ (1)
B _ _ (1)
| | ATL'B (1)
EQVMB™ x EgYATC™ 51 | © Y ATCTBT (1)
| VY M (14)
M™B (7)
VERDE M™B~ (1)
EqVM™B™ x E¢YPTL” 45 Y P (4)
| M” (2)
.B_ (2)
L_ _ (5)
BTL™ _ (5)
B'L™P” (13)
MLP (1)
VM (1)
B (1)
H* M~ (1)
B (5)
EsVM'B™ x EgYA™P™ 20 . YAT (1)
. _ ~ ATPTB (1)
ATP™M” (3)
vV B~ (2)
o ) ' VY M (1)
E¢YA™C™ x RJVLN 28 Y ATCTL (1)
VL (1)
- - - N_ (1)
EsYPTL™ x MYA™M™ 30 YT (1)
PTLTA (2)

* Coloracao heterocariotica.
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5. DISCUSSAO

5.1. INDUCAO DE MUTACAO COM LUZ UV .E OBTENCAO DE MUTANTES
AUXOTROF1COS

0 estabelecimento de curvas -de sobrevivéencia
para as duas linhagens (Es e RJ-3) frente a luz ultravioleta |,
mostrou haver diferencas das mesmas quanto a sensibilidade para
o comprimento de onda utilizado (2573 Z) sendo que, a 1linhagem
RJ-3 & mais sensivel que a linhagem E¢ (Figuras 1 e 2, Tabelas 1
e 2). Do mesmo modo, esta mesma caracterTstica foi observada em
outras linhagens (VALE et af., 1980) e tanto néque]es casos co-
mo no presente, parece existir uma alta variabilidade. Assim, o
carater que e importante para o controle biologico (resistencia
a luz solar) pode vir a ser melhorado ndo apenas por mutacgao pa
ra resistencia, como tambem por recombinacdao atraves do ciclo

parassexual recentemente determinado (MESSIAS e AZEVEDO, 1980).
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Estas curvas de sobrevivencia com lTuz ultravio
leta, ao contrario do que normalmente se faz (SANTOS, 1978; MES
SIAS e AZEVEDO, 1980) com o fungo M. anisopliae, foi determina
da com o auxilio de um espectrometro para.  luz ultravioleta (U1-
tra Violet Products, Inc., CA., USA), fazendo com que para cada
ponto de irradiacao a medida fosse tomada em uW/cm2?/s. Este proce
dimento, faz com que para a mesma linhagem ou mesmo para linha-
gens semelhantes ndo haja necessidade de ser construida uma no-
va curva de sobrevivencia sempre que se for trabalhar com uma
lampada ultravioleta nova, desde que se tenha uma curva padroni
zada. 0 presente trabalho além de abrir essas perspectivas, ao
mesmo tempo possibilita tambem estudos para obtencao de mutan-
tes com resistencia aumentada para a luz ultravioleta (AZEVEDO
et al., 1981); tais mutantes sao de grande valia em controle bio
logico por sua maior resisténcia a rédiacﬁes que chegam ao solo
durante ou apas a aplicacao dos coanios no campo.

0 estabelecimento de tecnica de enriquecimento
que consiste em suspender conidios do tipo se]vagém, tratados
com -agente mutagenico, em MM 1iquido , remove} os prototroficos
por filtracao repetida em gaze esterilizada e posterior semeadu
ra dos conidios restantes em MC (ERIES, 1947) 5 permitiu que hou
vesse um aumento no numero de mutantes auxotroficos obtidos de
0,01% (MESSIAS, 1980) para 2,34% a 6,13% ou seja, um mmmntonﬁxi
mo de 613 vezes. Assim, grande numero desses mutantes foram ob
tidos (Tabela 4), havendo predominancia de mutantes deficientes na

sintese de aminoacidos e acidos nucleicos sobre os deficientes na
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sintese de vitaminas. Este fato, indica que este ultimo grupo de
mutantes e contra-selecionado pela filtracao devido a facilida-
.de com que cresce em quantidades minimas de vitaminas liberadas,
ou pelos prototroficos em crescimento, ou resultantes da lise de
celulas mortas durante o periodo de crescimento (STRAUSS, 1958).
Esta metodologia, permite que, duplos auxotroficos sejam obti-
dos com facilidade, o que torna estudos de analise genetica mais
seguros devido ao numero de marcas envolvidas com conseqliente di-

minuicao da freqlencia de reversao.

5.2, CICLO PARASSEXUAL

5.2.1. ANALISE CLASSICA

0s heterocarios produzidos atraves da metodologia
classica entre todos os mutantes auxotroficos da 1linhagem Ee mos
traram complementacao com conseqiiente formacao de peliculas, de
monstrando que as marcas utilizadas sao recessivas. Por sua vez,
na maioria das vezes,nao houve formacao de peliculas heteroca -
rioticas entre os mutantes auxotroficos das linhagens Eg e RJ-3.
No primeiro caso, as peliculas de heterocario apresentaram coni
dios com colorac¢ao predominantemente igual a um dos parentais, de
ambos ou com uma coloracao intermediaria entre estas. .Como. a

maioria dos conidios de M. anisopliae.e uninucleada (VEEN, 1967;
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TINLINE, 1971; MESSIAS et af., 1978), MESSIAS e AZEVEDO (1980),
estudando a formacao de heterocarios .com coloracdao verde apos o
.cruzamento de mutantes morfologicos (violetas e amarelos) na 1i
nhagem Eg, concluiram ser este carater nao autonomo. Porem, a
partir dos dados acima expostos, pode-se considerar que, ao me-
nos nestas linhagens (E¢ e RJ-3), o carater para coloracao se
expressa de maneira autonoma como em Aspergillus fLavus (PAPA,
1973) e Aspengillus parasiticus (PAPA, 1978). Nestas linhagens,
isto pode-ser devido a produtos genicos nao difusiveis que se
expressam somente por ocasiao da maturacao‘dos conidios e de ma
neira dependente do genotipo presente nos mesmos. Por outro la-
do, colonias. oriundas de fusao de protoplastos (setores advin-
dos de MC), mostraram neste caso ser este carater do tipo nao aqu
nomo (Fig.18 ). Desse modo, o processo de extracao da parede ce-
Tular com conseqiiente regeneracao poderia indicar que o fenome
no tem sua regulacao e expressao genica dependente da integrida
de da parede. |

‘A grande dificuldade de obtencao de peliculas de
heterocario entre as linhagens Es e RJ-3, pode ser explicada por
um alto grau de divergencia entre as mesmas, divergéncia esta,
que.pode ser refletida no padrao eletroforético de esterases (Fi-
guras 11e 12 ), diferenca no numero de protoplastos frente a
um mesmo complexo 1itico (Fig. 6 ), tamanho de conidio (Tab. 9 )
e crescimento em meios diferenciais (LUNA e AZEVEDO, comunica-
¢ao pessoal). Por outro lado, a formacao de raras peliculas hete

rocarioticas com producao de setores vigorosos ja na placa de
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MM e que continuam a produzir novos setores tanto em MM como
em MC com Cloroneb, indica que fusao de hifas pode ocorrer em
freqliencias muito baixas, levando a formagcao de diploides e
hiperhaploides instaveis em MM, porem, estaveis em MC. Este
alto grau de poliploidia e constatado atraves de medidas do
conteudo de DNA por conidio (Tab.9 ); padrao de bandas de i-
sozimas (Figs.11 e 12) e podera vir a ser confirmado nos es-
tudos envolvendo diminuicao na freqiiencia de obtencao de mu-
tantes nestaslinhagens, quando comparadas com as linhagens pa
rentais. Por outro lado, o padrao eletroforetico de isozimas,
demonstrou esta variabilidade genetica atraves do aparecimen-
to de novas ycombinaCGes‘ genicas nos setores analisados e
presenca de loci responsaveis por padroes com diferentes posi
coes de migracao. Esses resultados .indicam a provavel diploi-
dia ou hiperhaploidia das colonias obtidas, tornando-se esta,
uma metodologia de valor comprovado para estudos onde heredi-
tariedade pkecisa ser demonstrada. Entretanto, mais estudos
sao necessarios para identificar os componenfesbgen6micos~en-w:
volvidos na formagcao desses hibridos (ANNE e‘PEBERDY, 1981)
Por outro lado, o presente trabalho confirmou os achados de
MESSIAS e AZEVEDO (1980), verificando-se a inexistencia de co
nidios binucleados entre as linhagens obtidas (diploides e hi
perhaploides) e presenca de baixa fregiiencia de conidios binu
cleados entre os hapldoides parentais (Eg: 2%; RJ-3: 4,75%)

(Tab. 9 ).
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5.2.2. PRODUCAO E FUSAO DE PROTOPLASTOS

- Producao de protoplastos tem sido obtida com o
uso de estabilizadores osmoticos que variam para cada tipo de
microrganismo (A. chrysogenum: NaCl 0,7M; P. chrysogenum: NaCl
0,7M; Asperngiflus sp.: KC1 0,6M; V. uoﬂuaceai‘MgSOQ 0,6M; S.
cenevisiae: Sorbitol 1,2M); estes estabilizadores, juntamente
com um grande numero de enzimas 1thcas (celulases, quitina -
ses, B-D-glucanase, helicase, enzima 1itica L1, novozima, 8D-
glucuronidase) utilizadas 1so]adameﬁte ou em diferentes combi
nacdes permitem producdao maxima de profbh]astos no menor tem-
po possivel (HAMLYN et af., 1981).. Deste modo, protoplastos das
Tinhagens E¢ e RJ-3 foram obtidos com o uso de KC1 0,7M em tam
pdo fosfato 0,2M (pH 5,8) como estabilizador (AZEVEDO, comun i
cag¢ao pessoal) e um complexo de enzimas 1iticas constituido
das enzimas Novozima e Celulase CP (HAMLYN éz al., 1981). A-
pos a detgrminacﬁo do tempo ideal para pfoducﬁo de protoplas-
tos (Fig. 6 ), evidenciou-se grande diferenca no numero de pro
toplastos produzidos entre as duas linhagens, com grande pre-
dominio de RJ-3 sobre Eg. Esta diferenca provavelmente deve
ser devida as diferentes constituicoes das paredes celulares das

duas linhagens, o que e passivel de confirmacao atraves de es

tudos correspondentes das mesmas. De qualquer forma, assim co-
mo essas linhagens sao distintas em varias caracteristicas, al
gumas delas ja citadas anteriormente, tambem os dados de produ

cao de protoplastos confirmam as grandes diferencas existentes entre
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as mesmas.

Os protoplastos acimg obtidos foram usados pa-
ra fusdes, as quais ocorreram com um alto Tndice e com fre-
quencia variavel nos diferentes cruzaméntos (Tab.10 ). Esta
variacao provavelmente foi devida as pequenas diferencas nas
condicoes de trabalho em cada experimento rea]izédo.Deste mo -
do, observou-se que no MMKC1, protoplastos advindos da mistu-
ra de fusao originaram colonias muito pequenas e que, ao Se-
rem transferidas para MM e MC, desénvo]veram-se ou nao em co-
lonias heterocarioticas com coloracao de um ou de ambos 0s
pais no primeiro caso (MM, Figs.l4a el4b) e em colonias 1nst§
veis com producao de setores no segundo caso (MC, Figs. 15 e
16). Das colonias heterocarioticas formadas em MM, suspensoes
de conidios foram feitas (107 conidios/m1) e novahente semea-
das em MM, porem, nao originaram colonias (diploides) que pu-
dessem crescer no referido meio. Por outro lado, ao realizar-
-se a analise genetica em meios diferenciais dos setores 0-
riundos de MC, observou-se que estes podiam ser do tipo paren
tal ou recombinantes (Tab.11 ). Estes dados podem levar as se

guintes hipoteses:

. as pequenas colonias que cresceram em MMKC1, poderiam ter
se originado devido a lise de protoplastos na solucdo de fu
sao com conseqiiente liberacao de nutrientes em quantidades

suficientes para um pequeno crescimento.
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. ocorre fusao de protoplastos entre as duas linhagens, po-
rem, como cada protoplasto pode ter desde zero até varios
nucleos, ha possibilidade de se formar um heterocario com
razao nuclear nao balanceada (mais nucleos de um tipo do que

outro) levando ou nao ao crescimento da colonia.

. ocorre fusao entre protoplastos com conseqiiente fusao nu-
clear e recombinacao, porem, este estado nao € estavel, fa-
zendo com que ocorra segregacao cromossomica e nuclear ja a

nivel de hifa.

A primeira hipotese e improvavel, uma vez que as colo -
nias que se originaram em MMKCI podem continuar a crescer em MM. Assim,
ocorrendo fusao nuclear, recombinacao ou nao de cromossomos e
segregacao cromossomica e nuclear, uma diferenca na razao de
nucleos poderia levar a um pequeno crescimento em MMKC1. Re-
sultados semelhantes foram observados em Cephalosporium acre-
monium (BALL e HAMLYN, 1982), onde os autores apos fusao de
protoplastos nao obtiveram evidencias para a formacio de di-
‘ploides estdveis; porém, recombinantes presumivelmente haploi
des, foram recuperados em uma variedade de meios seletivos de
regeneracao. A mesma observacao foi feita em Asperngillus ni-
ges por BONATELLI e AZEVEDO (comunicacao pessoal) ao obterem
recombinantes sem a formacao de diploides. Este fenomeno que
parece ter freqliencia generalizada, foi designado de parameio

se por BONATELLI et al. (1983).
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5.2.3., ANALISE GENETICA DOS CRUZAMENTOS REALIZADOS

Dos dados obtidos (Tab. 11) foi possivel evi-
denciar-se a ocorrencia de transferencia genica atraves da
presenca de recombinantes com mais.marcadores geneticos que
0s existentes nas duas linhagens parentais (gruzamentos:
EeVM™B™ x E¢YA'L ; EgVM'B™ x E¢YP'L ). Este fato & de grande
importancia pois, em programas de mg]horamento genetico, trans
ferencia pode ser feita com marcadores de reconhec{do valor
‘em controle b1016gic6. |

0 nimero e tipo de recoﬁbinantes obtidos nos
~cruzémento§ entre os mutantes da-linhagem E¢, indica que re-
combinécao mitotica ocofre’com'freqﬁéncia relativamente alta
(EeVM™B™ x EqYATC™, EqVN™B™ x EoYP'L™); sendo diffcil distin-
'guir entre os segregantes se houve haploidizacao, s pefmuta
mitotica ou permutd mitotica mais hap]oidizéc&o. Por outro la
do, no é(uzamento EcVM™B™ x EgYATL™ a gfande'maioria dos seto
res analisados mosfraram ser do tipo parental indicando que
M. anisopliae deve ter um pequeno nﬁmero de grupos de ligacao
0 que a1iés ja havia sido mencionado por MESSIAS e AZEVEDO(1980). Este
féto, deve ser melhor analisado em estudos futuros com cruza-
mentos deste mutante (E¢YA'L") com outros que venham a ser ob
tidos pois, como o mesmo foi selecionado apos irradiacao com
luz ultravioleta é'poés?ve] que algum tipb de alteracao estru
tural existente no mesmo (translocacao ou inversao) exerc¢a u-

ma contra-selecao para os recombinantes, resultando assim nu-
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ma maior proporcao de marcas parentais. Dos cruzamentos
EeVM™B™ x EgYP'L™ e EVM'B™ x E¢YA P~ e possivel inferir - se

que provavelmente as marcas L e P~

estao ligadas (14 do to-
tal de recombinantes apresentém esta§ harcas) e que as marcas
Y e P". tambem estao ligadas (18 no .primeiro cruzamento e 4 no
segundo, respectivamente). Nos cruzamentos envolvendo as 1i-
nhagens RJ-3, e M com E;, como era de se esperar, ocorreram
poucos recombinantes indicando que a recombinacao de cromosso
mos e permuta mitotica e dificultada provavelmente por dife-
rentes rearranjos cromossomicos existentes nas linhagens RJ-3
e M que aumentam a inviabilidade. Este fato pode ser constata
"do afravés.do fato que, no cruzanento EgYA"C™ x RJVL N", dos
28 setores analisados apenas 3 sao fecombinantes; no cruzamen
to E¢YP'L™ x MYA™M™ dos 30 setores analisados apenas 3 sdo re
combinantes, dando um total de cerca de 12%, enquanto que nos
cruzamentos envolvendo os mutantes da linhagem E¢, de 177 se-
tores analisados, 86 sao recombinantes (cerca de 48%) ou qua-

tro vezes maior do que os outros cruzamentos.
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CONCLUSOES

Dos resultados obtidos no_presente trabalho po-

dem ser formuladas as seguintes conclusoes:

1.

A padronizacao da curva de sobrevivencia a luz ultraviole-
ta com o auxilio de um espectrometro, pode auxiliar em fu-
turos estudos para obtencao de mutantes resistentes a este

comprimento de onda.

A tecnica de enriquecimento para obtencdao de mutantes auxo
troficos por filtracdao, permitiu um aumento maximo de 61,3
vezes no numero de mutantes deficientes na sintese de ami-
noacidos; por outro lado, observa-se apenas raros mutantes

deficientes para a sintese de vitaminas.

Obtiveram-se peliculas heterocarioticas, sem a formacao de

diploides, entre mutantes morfologicos e nutricionais den-
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tro da mesma linhagem. Com raras exce¢o0es, estas peliculas
nao foram formadas entre mutantes morfologicos e nutricio-

nais de linhagens distintas.,

As raras peliculas heterocarioticas entre diferentes 1i-
nhagens produziram setores vigorosos ao serem transportadas para MM,
e que mostraram ser instaveis em MM e estaveis em MC,apos posteriores
passagens para estes meios. Estes foram confirmados como diploides ou

hiperhaploides quando analisados atraves de eletroforese para padroes

~de isozimas e medidas do conteudo de DNA por conidio.

Confirmou-se a inexisténcia de conidios binucleados nestes
diploides e hiperhaploides e existencia de conidios binu-

cleados (em baixa freqiencia) nos haploides parentais.

Eletroforese para padroes de isozimas, constitui-se um bom
método para determinacdo de variabilidade entre linhagens

haploides e diploides.

A obtencao de protoplastos em grande numero nas linhagens
usadas, atraves de complexo litico, .torna esta metodologia

viavel para experimentos com fusao de protoplastos.

A  fusao de protoplastos, dentro e entre linhagens, ocorre
com uma alta freqiliencia, o que permite aplica-la para me -
lThoramento genetico desta especie para posterior uso em

controle biologico.
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Atraves da fusao de protoplastos, ocorre fusao . nuclear,com
segregacao e recombinagao mitotica, o que torna esta meto-
dologia uma eficiente alternativa do ciclo parassexual para

estudos genéticos e melhoramento.
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