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RESUMO 

OBTENÇÃO E FUSÃO DE PROTOPLASTOS EM 

Meta�hizium ani-0opliae (METSCH.) SOROKIN

XV. 

WANDERLEY DIAS DA SILVEIRA 

- Autor -

JOÃO LOCIO DE AZEVEDO 

Orientador -

O presente trabalho foi conduzido com a finali 

dade de se estudar a possibilidade de obtenção do ciclo para� 

sexual no fungo Meta�hiziurn an.i-0opliae, dentr·o e entre duas 

linhagens designadas E& e RJ-3 que se diferenciam em vãrias 

caracterlsticas genéticas seja através de metodologia clissi­

ca ou através da fusão de protoplastos. Para isso, obtiveram­

-se mutantes morfol5gicos e auxotr5ficos induzidos por luz u! 

travioleta. Desenvolveu-se também uma técnica de enriquecime� 

to por filtração para obtenção de mutantes auxotr6ficos, con­

seguindo-se um mãximo de 6,13% de mutantes apos crescimento 

em meio llquido por perlodos intercalados de 20-24 horas e SUE_

seqüente filtração em crinco camadas de gaze esterilizada. O au 
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mento de mutantes obtidos em relação ao processo de isolamen 

to total foi de 613 X prevalecendo a obtenção de mutantes au­

xotrÕficos para aminoãcidos e ãcido nucleito sobre os defi­

cientes pata vitaminas. Produção de hete�ocirio foi obtida en 

tre mutantes auxotroficos complementares da linhagem Es, p� 

re�, não se logrou chegar ao estado diploide. Com relação a 

heterocãrios entre mutantes auxotroficos das linhagens Es e 

RJ-3, com raras exceções, estes não foram obt\dos. Os hetero­

cãrios que se desenvolveram entre estas linhagens produziram 

setores que, atraves da medida da quantidade de DNA por conl­

dio e padrão eletroforetico de esterases, mostraram-se ser dl 

plÕides e hiper-haploides. A produção ·media __ de protoplastos 

em cada linhagem foi de 0,9 x 10 7 /ml para a linhagem Es e 

1,33 x 10 7 /ml para a linhagem RJ-3 apõs 2 horas e meia a 3 ho 

ras de tratamento frente ao complexo litico. A tecnica de fu­

são de protoplastos· �ntre os mutantes auxotroficos e morfolo­

gicos envolvidos, ocorre com uma alta freqüência (0,83. 10- 5
-

44,1 •· 10-5) e demonstrou que o estado heteroca�iõtico e obti

do, tanto nos éruzamentos dentro de linhagens como entre li­

nhagens, ocorrendo recombinação e segregaçao, sem a obtenção 

do estado diplÕide. Desse modo, a técnica de fusão de proto­

plastos constitui uma maneira viãvel-para a obtenção de -recom 

binação e variabilidade entre linhagens de M. ani-0opiiae que 

:S(e j a m i n c a p a z e s d e a p r e s e n ta r em r e c o m b i n a ç ão v i a me to d o -

logia clãssica de ciclo parassexual, bem como abre a possibl 

lidade de futuros estudos genéticos na referida espécie. 



SUMMARY 

OBTAINMENT AND FUSION OF PROTOPLASTS IN 

Me.:taJz.hizium an.i;.,opliae. (METSCH.) SOROkIN

xvu .. 

WANDERLEY DIAS DA SILVEIRA 

- Author -

JOAO LOCIO DE AZEVEDO 

- Adviser -

The present work was carried out .aimin'g .·· the 

study of para$exuality in the fungus Me.:taJz.hizium an.�;.,opliae. 

u si n g t wo d i f fere n :t s s t r a i n s d e s i g na te d E 6 a n d R J -3 wh i eh ha ve 

several distinct genetic characteristics. This was done by the 

classical processes and protoplast fusion. For tltis morpholoi 

ical and auxotrophic mutants were obtained after ultra-violet 

induction. Als6 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 in 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 Es but diploids 

were not produced. ln relation to he,terokaryon and auxotrophic 

mutants from EG x RJ3, 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 produétion 

was 0.9 x 10 7 /ml for strain E 6 and 1.33 x 10 7 /ml for strain 

RJ-3 after 2.1/2 to 3 hours treatment by a lytic complex. The 

f�sion protoplast technique has shown _that heterokaryon were 

obtained in all crosses, with the occurrence of recombination 

and segregation without the. dip loid state� The protoplast fusión 

technique is in this way appropriated for the derivation of 

recombinants and to increase variability among strains of M.

aniJ.iopliae.. 



1. INTRODUÇÃO

O fungo entomopatogênico Me,taJLhlz,wm an.iJ.iopLlae. 

(Metsch.) Sorõkin� assume grande impo�tincia econ6mica no Bra 

sil, pois � utilizado no controle de pragas das pastagens e 

cana-de-açGcar. Estas pragas (cigarrinhas)_, insetos da ordem 

Homoptera, familia Cercopidae, atacam as· culturas acima des­

critas e constituem-se em um dos sérios problemas para a Agri 

cultura e especialmente para a pecuãria em diversas regiões 

·do .pais.

O estudo do ponto de vista genético neste fun­

go, portanto, reveste-se de importincia primordial, pois e a� 

trav�s dele que vai ser pos.sivel o m�lhoramento genético do 

mesmo incluindo� por exemplo, a combinação em uma unica linha-

gem, de caracteristicas consideradas favorãveis no controle 

biol5gico,tais como produção de exoenzimas, patogenicidade, 

grau de infectividade, produção de c6nldios, velocidade de 
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crescimento, resistência a altas temperaturas e radiações . A­

lem disso, o uso de linhagens melhoradas vai permitir a redu­

ção· do uso de inseticidas�que entre tantas desvantagens pro­

piciam o aparecimento de insetos resistentes, são dispendio­

so� quando aplicados en1 larga escala, destfoem o equilibrio e 

colÕgico, e sao, em geral, altamente toxicos. 

O M. ani�opliae contudo, sendo um Deuteromice­

to, e desprovido.de ciclo sexual e assim a recombinação gen� 

tica e obtida apenas pelo ciclo parassexual recentemente de­

terminado por MESSIAS e AJEVEDO em 1980. Este ciclo e depen­

dente de processos como a fusão de hifas para.obtenção de hete 

rocirio, a fusão de nücleos levando em geral a um estado di-

. pl5ide e obtenção de recombinação via. permut� mit5tica e nao 

disjunção. t importante então um estudo mais aprofundado des­

se ciclo, por exemplo, em outras lirihagens alem daquela onde 

o mesmo foi descrito. A detefminação do ciclo parassexual de�

tro e entre outras linhagens de M. ani-0opliae ainda não estu­

dadas geneticamente, permitiri que programas de �elhoramento

ge�etico sejam feitos objetivando-se reunir em uma Ünica li­

nhagem caracteristicas desejiveis existentes em inümeras ou­

tras. Permitiri tambem verificar� possibilidade de cruzamen­

to entre diferentes linhag�ns pelo processo parassexual clis­

sico e pela técnica moderna que envolve fusã6 de protoplastos.

O presente trabalho teri então como objetivo o 

estudo de duas linhagens de M .  aniJopliae ainda não pesquisa-

das - com relação aos di�ers6s aspectos de sua 
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parassexualidade.Para isso, têcnicas de enriquecimento para 

obtenção de mutantes auxotrÕficos nas mesmas serão pesquisa­

das, bem como serão tentados cruzamentos entre e dentro des­

sas linhagens pelo processo clãssico e pela fusão de proto­

plastos. 
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2 .• REVISAO DE LITERATURA 

2.1, 0 FUNGO Me..tanhlzlum anl.6opllae 

2.1,1, CLASSIFICAÇÃO E DESCRIÇÃO 

O fungo Me..tanhlzlum anl�opU.a.� e um Deuteromiceto 

pertencente a ordem Moniliales, famTlia Monlle.aQ e.ae. e foi des -

crito pela primeira vez em 1879 (METSCHNIKOFF, apud PETCH, 1931 
. .

e K EN DR I e K , 1 9 7 1 ) q u a n d o 1e n c o n t r a d o n a p r a g a çl o m i l h o A n.l.6 o püae. 

a.uJ.itluaQa, e c las si fica do corno E n.tomo ph.t.ona ani.ti o plla·e.. Este me s -

mo autor (METSCHNIKOFF), reclassificou-o como 11.ianlu de..6:tnu.Q.ton 

em 1880 e finalmente, foi classificado·como Me.tanhlzlum anl.tio -

püae. em 1883 por SOROKI N. 

Foi descrito por BARON (1968) como tendo uma es­

trutura de formação de con1dios agregada a hifas entre1açadas e 

contendo uma massa compacta de conidi5foros simples ou ramifica 
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cados, provenientes de células denominadas fiãlides, as quais 

originam fia1Õsporos não septados, cillndricoi e hialin-0s. Do 

mesmo modo, BARNETT (1960) verificdu que as fiãlides são sim­

ples, em pares ou espiraladas e MARCHIONATO (1942), verificou 

diferença na coloração de hifas produzidas internamente e externamente em 

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

Quanto â morfologia e tamanho dos conídios MAR 

_CHIONATO (1942)� verificou que e stes são cilíndricos, medindo 

8 - 9µm x 2,5 - 3,0µm. �or sua vez BA�NETT (1960), constatou 

que os conídios possuem morfologia variada.de ovõide a cilín­

dricos, ·unicelulares, hialinos ou leyemente pigmentados, dan­

do ao conj·unto um aspecto verde-oliva em massas  compactas .. Do 

. mesmo módo, foi verificada a existência de. duas formas em Me.­

.tcu.hiziu.m ani-óopliae. (JOHNSTON, .1915); _uma com coníd_ios de 3,0 

a 11,9 u de comprimento, denominada de variedade Majo� e ou -

tra com com�rimento variando de 2-3,0 a 3,5 ·u e denominada V! 

riedade Mino� . Esta variabilidade foi confirmada por FRIEDE­

R I C H S ( 1 9 3 Q ; a p u. d TU L LO C H , 1 9 7 6 ) que ver i f i c ou a ex i s tê n c i a de 

�ma forma longa de conídios variando de 6,0 a 8,0 u e por KA-

. MAT e:t. ai.. (1952; apu.d TULLOCH, 1976) sendo que neste ultimo 

a var�bilidade foi dependente do meio-de cultura, sugerindo 

que a mesma (5 - 7,6 e 2,5 - 3,5 u) em nutriente ãgar ; 

8-14 e 3-4,5 u em meio· de· arroi) seria de nat�reza fisiolõgi­

ca. TINLINE (1971), pro�urando correlacionar tamanho de coní­

dios com numero de nucl eos e quanti d.ade de DNA por conídio nes
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t�s duas variedades (Majon e Minan),v�rificou que o aumento no 

tamanho dos conidios não levava a um aumento no numero de nú 

cleos por conidio, embora houvesse variação na quant.idade de 

DNA, com uma quantidade mãxima na variedade Majan. 

Na mesma 1 inha de estudos, FARGUES e.t a.t. (1975) 

atraves de estudos com imunoeletroforese, não detectaram dife­

renças imunol5gicas importantes entre as linhagens de conidios 

grandes (Majon) e a de conldios pequenos(Minanl . . 

p o r s u a v e z , B A L F O R - B R O W E ( 1 9 6 O ) t r a ta n d o 1 a rv as 

de Eni.:tnea �P · com conldios proveniente� de linhagens que apr� 

sentavam esta variabilidade (Majon e Minon), verificou que as 

mesmas eram afetadas e mortas pelas linhagens cóm conidios me­

nores. 

Qtianto ao número de núcleos por conidios, norma1 

mente o fungo apresenta-se com conidios uninualeados, provenien - 

tes de um. conidioforo tambem uninucleado, sendo que os conidios 

maduros são provenientes .da divisão durante a germinação, quando 

um núcleo filho migra para o tubo de germinação. enquanto o outro 

permanece no conidi5foro (TINLIN E, 1971). Do mesmo modo, VEEN 

(1967) e ZACHARUK (1970�
 

) estudando estes conidios através de micros 

copia eletrônica, haviam demonstrado que-os mesmos eram uninuclea­

dos.ZACHARUK (1970 b), confirmou estes estudos constando a existê� 

eia de conidios uninucleados sendo que, a presença de conidios bi­

nucleados seria resultante da germinação e migração de núcleos pa­

ra o tubo de germinação. Por outro lado, MESSIAS e.t a.t. (1978)cons­

tataram através de coloração por Giemsa, a presença de conidios bi 

nucleados numa porcentagem de 5% •. 
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Quanto i necessidade de requisitos nutricionais 

e condições de temperatura e pH para cTescimento, o fungo M.a­

Yii-0opf.iae apresenta bom desenvo_lv•imento nos mais variadosmeios 

de cultura (MARCHIONATTO, 1942; ADAMEK, 1965; EVt.AKHOVA ,1966; 

HIDALGO-SALVATIERRA e BERRIOS, 1972; MARQUES ·e VILAS-BOASJ973; 

AQUINO, 1974; VILLACORTA, 1978; MESSIAS, 1980), papresenta uma 

temperatura de crescimento õtima localizada entre 25QC e 30QC 

e. pode desenvolver-se em grande faixa de pH (2,0 a 8,5) com

um Õtimo e� torno de 6,9 (LIHNELL, 1944; ADAM[K,1965).

Devido ao grande numero de ·isolados obtidos des 

te fungo, estudos comparativos para a caracterização a traves de me­

to d o s e l e t r o f ó r e t i c o s ( F A RG U E S , 1 9 7 5 ; D. E C O N T I e;t_ af. , 1 9 8 O ) e 

produçã.o de enzimas extracelulares ("ROSATO e;t_ a.t.,1981) têm si 

do realizados. 

2,2, ISOLAMENTO E CARACTERIZACÃO DE MUTANTES 

Praticamente todos os estudos em genetica de 

fungos sao baseados no estudo de mutações em 1oci especlficos 

dos �romossomos, pois sem mutações os loci riunca poderiam ser 

identificados nem suas funções estudadts. A maioria das inves 

tigações geneticas sao p�sslveis devido ã ocorrência e pre -

servaçao de mutantes em laboratõrio que dificilmente sobrevi­

veriam em condições naturais. O desenvolvimento de metodos e-
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ficientes de isolamento e caracterização de mutantes é então 

de grande importância. 

O m ê to d o ma i s d i r e to , p o r em .me n o s e f i é i e n t e , 

para isolar mutantes auxotrÕficos em fungos, consiste em tratar uma pop_!! 

lação de esporos com um mutagênico qualquer e ensaiar indivi 

dualmente sua capacidade d� crescimento em meio ... .  m1n1mo · com 

posterior passagem para meio completo. Deste modo, mutantes mor 

folÕgicos, podem ser visualizados diretamente e �utantes au­

xotrõficos, podem ser detectados pela ausência de crescimen­

to em meio mlnimo. Este mêtodo porem envolve manipulação de 

grande quantidade de cêlulas prototrõficas e ê. limitado a 

. fungos que crescem formando colônias de bordos definidos . 

Se o fungo usado não p�ssui crescimento colo­

nial limitado, tanto mutantes para esta caracterlstica podem 

ser utilizados (linhagens que formam colônias compactas em 

qualquer meio), como tambêm podem ser usados.meios especiais 

q u e i n d u z a m a mo rf o l o g ia · c o l o n i a 1 em 1 i n h a g e n s no r ma i s • 

TATUM ei:o.J • (1950), trabalhando com Neu11.01.ip� 

na utilizaram os dois mêtodos acima mencionados, usando em 

alguns experimentos o duplo mutanté -��fu �ol�1 que possui cres 

cimento colonial em qualquer meio de cuJtura e em outros o 

duplo mutanté ·�tm irlo.6 que cresce formando microcolônias em 

meios com concentrações limitantes de ihositol. Os mesmos au 

tores (TATUM et al., 1949) util izara.m um meio no qual o açu 

car sacarose foi parcialmente substituído por um açucar nao 
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utilizãvel (sorbose) que reduz o crescimetno colonial. 

MACKINTOSH e PRITCHARD (1963), introduziram o uso 

de desoxicolato de s6dio a 0,08% no meio de cultura ·para acentuar 

a formação de microcol6nias em A-0pengilluh nidulan-0. 

LINDEGREN e LINDEGREN (1950), tentando usar coni­

dios uninucleados, trabalbaram com mutante microcolonial "óluóáY" 

de Neuno-0pona ena-0-0a que produz somente conidios uninucleados,a­

pos a superficie do meio ter sido umidecida com.ãgua estereliza­

da. 

TATUM et al.(1950), para. a mesma Neuno�pona ena�­

ha , preferiram usar outro mutante (pem )_ que te� a virturde de 

formar grande nGmero de microconidios nos meios. de cultura ordi­

nariamente utilizados. 

BEADLE E TATUM (1945), jj haviam tentado resolver 

o problema de outra maneira, ou seja, irradiando macroconidios �

-usan�o-os para fertilizar protoperitecios de tipos de reação se-

xual oposta sendo que os ascosporos formados eram isolados em tubos de

meio completo e germinados com choque termice, esperando desse m�

d6 que os ascosporos mutantes constituíssem metade dos existe�es

nos peritecios.

ROBERTS (1959), tentandQ diminuir o numero de re­

picagens em A-0pengillu-0 nidulon-0 necessirias para ensaiar a auxo 

nografia (PONTECORVO, 1949) de muitas iol6nias que este metodo 

requer, desenvolveu um repicador multifio que consiste de vãrios 

pinos de aço ajustados em uma superficie s6lida. 
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MACKINTOSH E PRITCHARD {1963), utilizando o mesmo 

fungo (A�pengillu� nidulan�) e um repicador d� veludo, foram C! 

pazes de replicar acima de 600 colônias de· uma Gnica vez simple! 

mente diminuindo o tamanho das colônias {meio de cultura com de­

soxicolato de sõdio 0,08%). 

MALING (1960), usou superficies ou de veludo ou 

de papel de filtro para replicar colônias de Neuna�pona carrega� 

d6 duas marcas �orf-0lõgicas (en��p e nAgged) e que conferiam ca­

racteristica de microcolônias ã mesma. 

PONTECORVO (1949), estabeleceu metodologia para l 

dentificar façilmente um mutante auxotr5fico (apõs o mesmo nao 

ter cr�scido em meio minimo). Esta coniite em inocular-se sus�n­

são de conidios do mutante auxotrÕfico em meio miriimo fundido, esperand� 

se esfriar e introduzindo pequenos cristais de virias substinci­

as em posições bem definidas na superficie do ãgar. Apõs incuba­

ção, substin�ias promotoras de crescimento propiciam o aparecime! 

to de zonas de crescimento ao redor das mesmas. 

Uma segunda metodologia que visa diminuir o numero 

de células EJUe p�ssam por um selecionamento e a denominada de11 Res 

cu�•� que permite visualizar as colônias auxotrÕficas entre as 

prototrÕficas. Deste modo, REAUME e TATUM (1949) inocularam (apõs 

diluições convenientes) uma suspensao de células haplÕides irra -

diadas de Saeehanamyce� cenevi��ae em meio minimo e incubaram por 

vãrios dias para permitir crescimento das células prototrõficas.A 

posição em que estas células cresceram foi marcada e uma segunda 
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camada de meio completo fundido (i te�peratura que nao matasse 

os esporos, 45 - 50 ° C) foi adicionada sobre a primeira. As co-

15nias que se desenvolveram apõs este procedimento friram isol! 

das e as mesmas apos auxonografia, mostraram ser auxotrõficas. 

LEIN e.:t ai. (1948), usaram uma metodologia al­

ternativa para a descrita acima (REAUME e TATUM, 1949) utili -

-zando Ne.ufto�pona;com o uso de microscõpio foram transferidos 

para meio enriquecido os esporos que não cresciam ou que 

tinham crescimento retardado em meio minimo. A mesma metodolo -

gia foi utilizada por BOONE et al. (1956) par-a.Ve.n:tunia inae. -

quali�. A grande maioria dos esporos assim obtidos mostraram 

ser auxotrõficos. 

Em anos recentes, procedimento de isolamento to· 

tal e metodos nos quais mutantes são obtidos por visualização 

direta, têm sido substituídos por metadas que resultem na eli­

minação seletiva dos sobreviventes prototõficos e permitem a 

sobrevivência de mutantes auxotr5ficos. 

Assim,metodologia para enriqueci�ento por fil -

tração, na qual uma suspensão de conidios selvagens tratados 

com agente mutagênico e suspensa e� meio minimo liquido e o 

prototrõfico em crescimento� eliminado por filtrações suces­

sivas, atraves de alguma espicie de filtro esterilizado, faz 

com que o auxotrõfico passe a.traves do mesmo. Isto tem sido des 

crito para Ophio�:toma (FRIES� 1947) Ne.uftoipona (WOODWARD et al ., 

1945; CATCHESIDE, 1954). 
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STRAUSS (1958), utilizando o método de enriqueci­

mento por filtração com Neuno-6pona, verificou que as células ca­

pazes de crescer em pequenas quantidades de vitamina�(liberadas 

pelos esporos quebrados, mortos ou prototrõficos em crescimento) 

01:.1- aqueles que requerem piridoxina· ou inositol (morrem rapidame.!!_ 

te em meio minimo ) não sao obtidos no total de mutantes auxo -

trÕficos analisado�. Obteve por outro lado, um gfande niimero de 

mutantes requerendo arginina. 

TAKAHASHI ( 1_959), utilizou esta metodologia em 

Uma linhagem floculante de Sacchanomyce-6 ceneui-6iae na qual ce­

lulas em brotamento tendem a permanecer juntas. O autor removeu 

conjuntos multicelulares de uma suspensão inicial por filtração 

em 1 ã d e f i b r a d e v i d r o, i r r a d i o u a s c e _1 Li 1 a s r e s u l ta n te s , s u s p e.!:_ 

deu-as em meio minimo e apõs incubação, removeu a maioria dos 

protrotrõficos sobreviventes com uma serie de filtrações poste­

r·iores. 

A técnica de enriquecimento por filtração tem si 

d O· t a.m b em u t il i z a d a p a r a o b te n ç ão d e m u ta n te s a u X o t r õ f i C o s q u e 

venham a ser usados em posteriores estudos genéticos como em C� 

pninu-6 .tagopu-6 (DAY er ANDERSON, 1961) e Sehizophy.t.tum cornmune(AN 

DERSON e DEP PE, 1977). 

FRIES (1947), trabalhando com Ophio-6.t.oma mostrou que 

duplos mutantes para defici�ncia nutricionais, algumas vezes so 

brevivem mais tempo em meio minimo do que os mutantes Ünicos que 

lhe deram orig�m. 



1 3. 

PONTECORVO et al. (1953), utilizaram estas obser 

vaçoes (FRIES, 1947) e estabeleceram metodologia efetiva para� 

bter mutantes auxotrõficos em· A. nidulan-0 .. Conldios de um mutan 

te auxotrõfico para biatina foram irradiados com luz ultra-vio­

leta para que resultasse uma porcentaiem di 5% de sobreviv�nci� 

semeados em meio m'inimo (ãgar) e cobertos com uma segunda cama­

da do mesmo meio. Apõs um per'iodo de incubação que levasse a 

morte 99% dos mutantes com requerimento para biatina, uma cama­

da de meio completo foi ·adicionada.Acima de 60% das colõnias que 

cresceram apõs este procedimento, demonstr-Ou-se serem auxotrõ -

ficas. Este metodo foi denominado de enriquecimento por "Starva 

ti on 11• 

LESTER -e GROSS (1959), aplicando o mesmo princ,­

pio em Neu�o-0po�a, isolaram duplos mutantes auxotrõficos a par­

tir de um mutante Gnico requerendo inositol. V�rificaram que o 

mutante auxotrõfico Gnico para inositpl requeria de 2 - 4 dias 

a 34P.C para morrer. O mesmo metodo com inositol foi usado com Sa 

ccha�omyee-0 ee�evi-0iae para obtenção de mutantes auxotrõficos 

(CULBERTSON e HENRY, 1975). 

ROMAN (1955), verificou que em Saeeha.�omyee1.> ee­

�evi1.>iae, mutantes para adenina acumulavam pigmento vermelho e 

que uma segunda mutação na mesma via biossintetica da adenina em 

um passo anterior ã formação de pigmento vermelho, levava ao acG 

mula de pigmento branco ou rosa. Esta segunda mutação confere ã 

levedura 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 LACROU TE ( 1 9 5 9 ) , ' u s a n d o o p r i n c i p i o de b lo 

quear a formação de um intermediãrio tõxico isolaram mutantes au 

tróficos para Pirimidfüai em leveduras. 

MOAT et al. (�959), usandb os mesmos principias 

de DAVIS (1948) para obtenção de auxotrõficos em E. coli com au 

xilio de penicilina, mostraram que em Sacc.hanom.yce.6 com o auxi­

lio de vãrios antibiÕticos entre os quais andotenlc.lna B, endo� 

c.ina e nl.6tcitúia em meio m�nimo llquido seguido de centrifugação e pos-

,·terior semeadura em meio livre de antibiótico�, a proporçao de

aux�trõficos entre as células sobreviventes era 5 vezes maior do 

q�e na população original livre do agente de s�leção. Verificou

que urna alta proporção das células sobreviventes eram deficien­

tes respiratórios citoplasmãticos. Este problema foi eliminado 

com o uso de uma forma mais solúvel de an0otenlc.ina B (Fungozo� 

ne)JMOAT etai-., 1966).

A efetividade da nl.6tatina através da mesma meto 

dologia tem sido confirmada para Sac.chanomyce.6 1SNOW,1966),Peni 

c.illlum chny.6ogenum (Mac VONALV, 1968) e Rhodotoll.ula. muc.ilagino.6a 

(COOK, 7974). YANO et al.(1981) por sua vez, utilizaram o efei­

to sinergistico da combinação da Ni.6tatina e Peniolnitnina para 

enriquecimento de mutantes defectivos na utilização de hidrocar 

bonetos em Candida :tnoplcali.6 e Candida rralto.6 e. 

BAL et a�, (1975), mostraram que o antibiótico 

N-gl icosil pol ifungina mata conidio's em germinação mas nao conl
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dios nao germinados de A-0pengillu-0 nidulan-0 • Os autores u�aram 

esta morte diferencial para a seleção de segregantes haplÕides de 

prototrõficos.heterozigotos. 

YOUNG .e..t al. (1976), usando Sac.c.ha.nomyc.e.-0 c.ene.vi 

-0ia.e, e o antibiÕtico ne.o.t1tdp-0ina., verificaram que este ultimo tem 

a capacidade de selecionar au«otrõficos, sendo que a razão para 

a seleção dos mesmos não e conhecida, mas suspeita-se que afete a 

sintese da membrana celular. 

MAGNET (1965 , 1965a) verificou que o anãlogo da 

glicose, 2 deoxiglicose, _seleciona contra celulas em divisão em 

Sc.hLzo-0ac.c.hanomyc.e.-0 pombe. e usou este composto para seleção de mu 

tantes auxotrõficos nesta levedufa. 

BlELY e.t a.l.(1971) usando o mesmo composto (2 deoxi 

glicose) em Sac.c.ha.nomyc.e-0 c.e�evi-0iae, mostraram que o mesmo era 

inco�porado nas paredes celulares das celulas tipo selvagem, cau 

sando aumento na sensibilidade devido a diminuições abruptas na 

pressao osmõtica.· 

Um metodo que tem sido aplicado com muito sucesso 

em A-0pe.ngillu-0 óla.vu-0 (VONKERSLOOT e MATELES, 7968) Saec.hanomyc.e.-0 

c.e.ne.vi-0iae. (LITTLEWOOV e VAVIS , 7973) _e Ne.uno-0pona. c.na.-0-0a. (RUS­

SEL e COHEN, 7976), depende da incorporação pelas celulas selva­

gens em meio minimo ou a altas temperaturas de percursores de ã­

cidos ribonucleicos ou proteinas marcados com tritium (3 H). Du -

rante subsequente estocagem a baixa temperatura as cêlulas selva 
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gens tendem a ser mortas pela radiotividade que elas incorporam 

enquanto os mutantes auxotrõficos e temperatura-sensiveis, que 

não são ativos em sintese macro-molecular durante o periodo de 

exposição ao precurssor marcado, tendem a _sobreviver. O mêtodo 

parece ser efetivo no enriquecimento pará mutantes auxotrõficos 

e temperatura-sensiveis. MARTINDALE · e PEARLMAN (1979), estabe­

leceram metodologia alternativa em Te..t.ll.a.hyme.na. .t.e.ll.moph-l!'.,a. para 

obtenção de mutantes defettivos em divisão celular e temperatu­

ra sensiveis tratando-se culturas com 5-bromodeoxiuridina (Budro 

e luz ultra-violeta. Deste modo, ocorre .morte preferencial de 

cêlulas pela U.V. que tenham incorporado BUd R. 

Em M.a.ni�oplia.e. mutantes morfolÕ[icos e auxotrõ­

ficos tem sido obtidos para estudos de heterocariose (TINLINE µ 

a.l, , 1971) parassexual idade e estudos genéticos· ( AL-AIDR OSS, .. 

1980, ·MESSIAS e AZEVEDO, 1980) porem sem o uso de mêtodos de enriquecimento. 
' 

' 

2,3, 0 tICLO PARASSE:XUAL 

Apesar dos fungos apresentarem µma serie de vanta­

gens em estudos genéticos- ,crescimento rãpido, facilidade de obten 

ção de um grande numero de individuas (esporos) em espaço reduzido, 

crescimento em meios de cultura tanto &efinidos como complexos,f! 

cilidade de manuseio e obtenção de mutantes com o uso de agentes 

mutagênicos - atê praticamente o primeiro terço deste sêculo limi 

tavam-se àqueles que apresentavam ciclo sexual (FICOMICETOS, ASCOM..!_ 

CETOS e BASIDIOMICETOS) envolvendo união de cêlulas haplÕides e 
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posterior meiose com recombinação em seus grupos de ligação. 

Desta màneira, os fungos imperfeitos (DEUTEROMICETOS) pornão 

apresentarem um mecanismo conhecido de recombinação -genetica 

na natureza, não se prestavam para estudo? gen�ticos. Estaim 

possibilidade, porem� foi removida com os estudos de ROPER ( 

1952) em A-0pe�gillu-0 nidul�n-0, no qual o autor descreveu tec 

nica usando mutantes mofolÕgicos e nutricionais complementa­

res, obtendo deste modo �ip16ide� estãveis apÕs·fusão de hi-

fas. A seguir, PONTECORVO E ROPER (1952) verificaram atravis 

deste mesmo fungo que os diplÕides poderiam permanecer neste 

estado permanentemente ou produzir 11 diplÕides homozigotos 1

1 p� 

�a �m ou vãrios marcador�s; diplÕides estes que teriam sido 

originados por algumtipode 11 permuta 11 mitõtica ou somãtica. A 

partir destes estudos, diversos trabalhos com A: n.ldulan-0 fo 

ram publicados, tentando-se a localização de genes nos devi-

. dos _grupos de ligação· (PONTECORVO e ROPER, 1952; PONTECORVO 

et al., 1953 e PONTECORVO E KAFER, 1958) •.

Uma vez este processo ter sido constatado,FOR­

BES (1959) estabeleceu tecnica baseada em segregaçao mitõtica 

para localizar novos mutantes em grupos de ligação de A.nidu 

lan-0 e outros fungos, sendo a mesma fundame�tada na observa­

çao de que linhagens diplÕides sofrem naploidizações raras p� 

rem regulares sem apresentarem permuta. Desse modo, os mem -

bros individuais de cada par de grupos de ligação segregam co 

mo unidades inteiras e independentes, fazendo com que marcad� 

res localizados em diferentes grupos de ligação.mostrem livre 
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recombinação
1
enquanto que marcadores no mesmo grupo nao_ re 

combinam. Assim, FORBES (1959), construiu linhagens mestras 

tendo marcadores em cada grupo de ligação.· KAFER (1958), usa! 

do o mesmo princlpio localizou cerca de 40 genes nos 8 grupos 

de ligação que A.nidu.lan-6 possui, sendo que estes genes foram 

confirmados com o uso de anãlise meiõtica. 

D:este modo� para que se estabeleça a· o·c:orrência 

de um ciclQ parassexual, e necessãria a fusão de hifas com mar 

cas auxotrõficas diferentes e complementares com conseqüente e� 

tabelecimento de um heterocãrio (nuc1eos ·diferentes em um cito­

plasma comum) em meio mlnimo, fusão de n[cleos, recombinação 

via permuta ou não dos grupos de ligação (PONTEtORVO e K�FER, 

1958) e haploidização via nao disjunção (KAFER,1960, 1961; Me 

CULLY e FORBES, 1965; BAL et al., 1975). A heterocariose, alem 

de ser originada por fu·são de hifas, tambem pode ocorrer por 

muta�ãõ (ISHITANI E SAKAGUCHI, 1956 e TINLINE, 1961) enquanto 

que a freqüencia de diplÕides formados pode ser aumentada por 

agentes qulmicos ou flsicos (PONTECORVO et al, 1953; DAY e JO­

NES, 1969 e IKEDA et al ., 1957). 

Uma maneira de se reconhecer con1dios diplõides

apos heterocariose e através de medidas do volume desses conl­

dios quando comparados com a linhagem haplÕide. Tambem o con -

teüdo de DNA por nücleo pode ser utiliiado. Algumas vezes o di

plÕide pode apresentar o volume igual ao dobro da haplÕide (A.

n.idu..ta.n-6; ROPER, 1952) em outras não (U-6,tLtago mayd,L6; HOLLIDAY,

1961 - Coc.hiliobolM .6aUvM; TINLINE, 1962). O conteúdo de 



DNA por nücleo e um m�todo seguro para indicar a formação de di 

plÕides (HEAGY e ROPER, 1952). 

A descoberta do ciclo parassexual permitiu que 

houvesse melhoramento de fungos que possu�m valor industrial pois 

a maioria desses � desprovida de ciclo sexual. Assim, a desco -

berta do ciclo parassexual. em Penieilium ehny�ogenun aumentou a 

esperança de melhorar a produção de penicilina (PONTECORVO. e SER 

MONTI, 1954) por exemplo. Nas primeiras tentativas (SERMONTI , 

1959)� a Ünica linhagem que teve t,tulo de produção melhorada foi 

u� diplÕide. Mac DONALD et al.(1964, 1965) e Ma� DONALD (1968) ,

encontraram duas dificuldades principais em seus trabalhos com

Penieillium: a possível seleção contra segregantes de t,tulo al­

to e 11 segregação de genomas parentais 11

·, nos quais os haplÕides do 

tipo parental eram preferencialmente recuperados. Esta ultima di

· fjculd�de foi provavelmente devido ao uso de haplÕides parentai�

que diferiam um do outro no arranjamento croioss5mi�o; por exem­

plo, uma· translocação rec1proca em um dos parenta is poderia pre­

venir a recombinação e haploidização entre grupos de ligação. I�

to foi resolvido contornando-se os problemas qúe sao encontrados

na haploidização e foi poss1vel construir mapas de ligação que de

ram uma base para um programa de cruzamento mais racional usando

se mutantes com poucas marcas auxotrõficas e o uso de p-fluorfe­

nilalanina (pFA) como agente haploidizante (BALL, 1971). Dentro

desta mesma esp�cie, SERMONTI (1956) jã havia localizado por pa­

rassexualidade 2 locas que afetavam a produção de penicilina atra

l9.
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v es do uso de h eterocãrios balanceados· e diplÕides h eterozigotos, 

obtendo-se tambem re combinantes atraves do uso de marcas· auxotró­

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

Em fungos fitopatogênicos o ciclo parassexual foi 

descrito em Penlellllum expanium (GARBER � BEHARA, 1965), embora 

BARRON (1962) não tiv esse conseguido o ciclo neste mesmo fungo.Do 

mesmo modo, BUXTON (1956, 1962) conseguiu estabelecer o ciclo pa­

rassexual em Fu�a.hlum axy�pahum com a obtenção de varias recombi­

nantes entre ·as marcas parenta is, inclusive marcas recombinantes 

para patogenicidade; BOONE e;t ai.. (1956) estabe ,l eceu o ciclo pa -

rassexual em Ventuhla lna.equall4; DUTTA e GARBER (1960) em Colle­

tatlLlehum la.gena.lLlum; STROMNAES e;t: ai.. ( 1964) em Penlellllum ita.­

lleum, e Penlellllum dlgltatum; HOLLIDAY (1961) em U4tllaga may 

dlz; KATZ e SUSSMAN (1972), MOSSES etal. (1975) e LOOMIS (1979) 

em Vletya4tellum dl4eaideum; HASTIE (7962, 1964) em Vehtieilllum 

albo-atlLum; BAUCH (1952) e DAY e JONtS (1968) em U4tllaga viola -

eea. Este processo nos re feridos fungos pode explicar o apareci -

mento de novas raças fisiolÕgicas e permitir o estudo genético dos 
' 

' 

mesmos com a localização e quantificação dos genes envolvidos na patog� 

nicidade. 

Do mesmo modo, em outros, fungos de importância eco­

nomica o ciclo parasse xual tambem tem sido determinado (A4pe1Lgillu4 

ISHITANI E SAKAGUCHI - 1956; ISHITA­

NI et al.- 7956; A.oryzae, IKEDA et �l. - 1957); hav endo neste Ül­

timo caso um melhoramento na produtividade de protease em linhagens dipl6ides e
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tetraplÕides quando comparadas com as haplÕides. Em A.rúge.JL, VAS(1980) procu -

rou a�raves de ciclo parassexual, obter melhoramento na produtivl 

dade de ãcido citrico porem o diplÕide obtido e seus segregantes não 

diferiram significantemente dos haplÕides parenta is. De maneira s� 

melhante, MESSIAS (1977) procurando· correlacionar a parassexuali­

dade em A. ólavu.6 com a produção de aflotoxina, estab·eleceu que e� 

te carâter é complexo e possivelmente dependente de muitos genes. 

Este processo de anãlise genética, mostrou ser um 

bom instrumento de localização de genes com consequente determin� 

çao do numero de grupos de ,-igação em A.6pe.1tg illu.6 nidulan..6 (PONTE 
li 

C0RV_0 e.,t'al., 1953; KAFER, 1958; F0RBES, 1959; Me CULLY e F0RBES, 

1965); A.6pe.1tg illu.6 nige.1t (P0NTEC0RV0 e.t al. ,·1953; LH0AS, 1967) ; 

A.6pe.1tgillu.6 ólavu.6 (PAPA, 1973,1976); A.6pe.1tgillu.6 óumigatu.6 (LEVA 

DOUX e.tal., 1981); A.6pe.1tg illu.6 �a1ta.6itlc.u.6 (VINNET e G0YNES,198� 

A.6pe.JLgillU.6 .6p (PEREIRA, 1978); V,fotya.6te.Uwn di.óc.alde.um (WRIGHT<i.t·a,e., 1977); 

A.6pe.1tgillu.6 tama1til, A. oc.h1tac.e.u.6, A;we.ntii (ISHITANI e. SAKAGUCHI, 

1956); Ca c.hllabolu.6 �atlvu.6 (TINLINE, 1962) e A.nld�lan.6(MENEZES e 

AZEVEDO, 1978) sendo que. neste �ltimo�foi estuda�o a localização e 

tipos de genes (Mutação ou repressão) responsãveis pelo aparecime! 

to de variantes deteriorados que revertem para o tipo morfolÕgico 

parenta 1. 

Ressalte-se que no fungo entomaratogênico Me.ta1thi­

zlum anl.6apllae. a determinação do ciclo parassexual foi recenteme! 

te estabelecida (MESSIAS E AZEVEDO, 1980 e Al-AIDR00S, 1980). 0sa� 

tores trabalharam com marcas para resistência (AL-AIDR00S) e marcas 
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para coloração e auxotrofia(MESSIAS,AZEVED0�1980; AL-AIDROOS, .. 

198�; sendo que os heterocârios obtidos pelos primeiros áutores 

foram verdes como o parental tipo selvagem .. DiplÕides· foram ob­

tidos, porem, com relação ao tamanho dos cpnidios, estes não a 

presentaram diferença significativa dos haplÕides, havendo con­

tudo, diferença no numero de nuçleos por conidio (os diplÕides não se apr� 

sentaram binucleados), diâmetro dos núcleos dos conidios (o diâ 

metro nuclear dos diplÕide·s foi maior) e a quantidade de DNA dos 

diplÕides foi praticamente o dobro. Através do uso de Cloroneb 

(100 ug/ml) MESSIAS E AZEVEDO obtiveram,.a partir dos diplÕides, 

setores em meio completo que analisados mostraram-·se ser em sua ma.ia 

ria do tipo parental, porem,alguns mostraram-se r.ecombinantes. 

Por meio desses resultados, concluiram·que este microrganismo po� 

sui poucos grupos de ligação com um numero não superior a 4; o 

Cloroneb poderia estar atuando selecionando certas combinações�� 

nica� que não aparece�iam nos haplõides segregantes ou então, por 

efeito de luz ultra-violeta, translocações teriam ocorrido preve­

nido o aparecimen�o de certos tipos de recombinantes. Deste mod� 

abrem-se perspectivas de uso para esta metodologia em anâlise ge­

nética e melhoràmento para aplicação industrial deste microrgani�

· mo.
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2,4, ?�OTO?ll..ASTOS 

2,4,1, ISOLAMENTO 

A técnica de obtenção e· fusão -de protoplastos,des­

de os primeiros relatos (EDDY e WILLIAMSON, 1957; 1959; BACHMANN 

e BONNER, 1959), tem adicionado uma nova dimensão ao estudo dos 

fen&menos parassexuais nos organismos que, ou nao possuam o ciclo 

sexual bem estabelecido, _ou que apresentem barreira impedindo a 

troca gênica, recombinação e consequente variabilidade genetica en 
. 

. -

tre e dentre linhagens. Essa tecnica tem sido usada como uma 11 fer 

ramenta 11 para a manipulação genetica e cruzamento entre organis -

mos de interesse industrial (PEBERDY, 1980) ou organismos que se 

jam utilizados em pesquisa bãsica (PEB ERDY, 1979). 

O isolamento de protoplàstos de .células microbia:.: 

nas, envolve a digestão total ou perfuração Jocalizada da parede 

celular por enzimas, permitindo que o conteúdo celular envolvido 

pela membrana celular, seja liberado e mantenha-se estãvel em meio 

h i pert&n i co·. 

Normalmente, a liberação de protoplastos envolve 

o uso de enzimas liticas que liberam os referidos protoplastos de 

uma maneira muito rãpida� 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 poma�ia como complexo litico para obter 
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protoplastos em Saeeha1tomyee6 ee1te.vl-01�e.. Do mesmo modo, esta en­

zima tem sido usada extensivamente por outros pesquisadores em di 

ferentes leveduras como Saeeha1tomyee.6 ee.Jte.v161ae. (DEUTCH e PARRY, 

1974), Sehlzo-0aeeha1tomyee.6 pombe. (SHAHIN, 197_1, 1972; FOURY e GOF 

FEAU, 1973),Candlda alb1ean6 -� Candlda t11..�p1eal1-0(PARTRIDGE e DRE 

WE, 1974). Por outro lado, numerosas outras enzimas têm-se mostr� 

do �teis na obtençãg de protoplast6s. Assim, Zimol·iase, uma enzi­

ma derivada de A1t.t.h1tobae.tu-0 lu.te.u-0, tem sido usada para isolamen­

to de protoplastos em Candlda alb1ean6, C.gu1ll1enrnond11, e.ln.te.� 

me.dia e C . .t11.opleall-0 (YAMAMU.RA e..t a.l., 1975). Outros microorgani� 

mos que produzem enzimas para obtenção de protoplastos como Sple� 

1tla ulolaeea e.m Gl1oead1ui v11te.n-0 IBEHLING e·FISCHER, t980); T1tl­

ehode.1tma u1n1de. em Sehlzophyllurn eommune (de VRIES e WESSELS,1972, 

1973 a e 1973 �); S.tne.p.t.omyee.6 6a.t.6umae.n616 e.m Geo.t.nleum eandldu..m 

(DOOWEWAARD et al., 1973); Mlc11.omonóipo1ta e.m Candlda u:tlll-0,Oo! 

poll.a 6u..cive.ole.n6 e. Ge.o.t.1tlehum lac.tl-0 (-GASLON e:t a.E., 1964); Myxob� 

e:te.Jt e.m MueoJt 1taeerno-0u-0 (GENTHNER e BORGIA, 1978); S.t1tep:tomyee.6 

na e.m A. n1dulan6(GIBSON e PEBERDY, 1972), Tnlehqde.hma ha1tzanlum 

em A. i5°umlga.t.u-0 (HEARN e..t al. , 1980); S.t.1tep.t.omyee6 6p e.m S. ó1tagll16, 

Cancllda I.JLi.w , S. ll.066 e.1, S . ee.nev161ae., Kt,o e.ekena o pleula:ta e. T o//..ula I.JLi.w

MENVOZA e. VILLANNLJEVA, 7962); e.m A. nldulan-6 (PEBERDY e GIBSON 

1971), em Mo1t.t.le.11.ella vlnaee.a ·(PEBERDY , 1971 ), em Fu-0a1tlum ealmonum 

( LABORDA �t a'l., 1974 LOPES BELMONTE et a.l., 1966), em Py.thlum ( S.!_ 

ESTMA e.t. a.f., ,1967); Thlehode.hma vW.de em S.ee.ne.v161ae., C. alb1eon6, C.neoóoJt -

man6 e H. anomala I MIEGEVILLE e,:t. at., �979); Pen1e1l1u..m pu1tpu1tuge.nu..m 

em A.nlgell. (MUSILKOVK e.t. al, 1969); Bae1llu6 e11teulan-0 em Py1tleul� 

1tla O1tyzae (TANAKA et al., 1981.), têm sido utilizados. 
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Com poucas exceçoes (HAMLYN u clt ., 1981; STEPHEN 

e NASIM (1981), preparações comerciais :de enzimas liticas não tem 

s1do efetivas para liberação de protoplastos em fungos filamento­

sos. 

As preparaçoes de enzimas lit,cas a partir de su-

co digestivo têm sido efetivas na liberação de protoplastos de 

Ne..uno.6pona c.na.6.6a (EMERSON e EMERSON, 1958; BACHMANN e BONNER,195ro; 

Pe.nic.Ltium c.hny.6oge..nurn e.. Ce..phalo.6ponium· ac.ne..rnoniurn ( FAWCETT e..;t af., 

1973); Ge..o:tÁic.um c.andidum (FERENCZY e..:t·al., 1974); A.nige..n (MUSIL­

KOVÂ e FENCL, 1968); Pe..nic.iiiium punpunuge..num (MUSILKOVÁ e..t af., 

1969 ). Porem a maioria dos grupos que trabalham com fungos miceli� 

ais, acham que· a produção de complexos �nzimãticos a partir de mi� 

croorganismos, em seu pr5prio laborat5rio, e o caminho mais efeti­

vo na obtenção de protoplastos. A lista destes microrganismos que 

mostram atividade micolitica e muito grande e cbntinua a crescer 

(descritos anteriormente} 

Em muitos casos, a sintese do complexo enzimãtico 

pelo organismo litico requer a presença de substratos indutores no 

meio de crescimento. Estes meios de culturà, na sua grande maioria,, 

t�m sido supridos com micelio homogeinizado esterilizado do orga -

nismo- da qual se quer produzir protoplastos (MUSILKOVA e;t· al. , 1969; 

SIETSMA e;t a.e., 1967), ou com parede celular purificada (BEHLING e 

FISCHER, 1980; de VRIES e·WESSELS� 1972 ). Tentativas têm sido fei­

tas para produzir meios de crescimentos mais definidos para obten­

çao de enzimas, pelo uso de polissacarideos idênticos ou semelhan­

tes àqueles encontrados em paredes de fungos. Deste modo, supleme� 
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ta ç ão d o me i o com q u i t i na e 1 a m i na r i na ( H OU S S E T � af • , 1 9 7 5 ; P ! 

BERDYe GIBSON, 1971) ou celulase (SIETSMA e BOER, 1973) tem-se 

mostrado efetiva. 

Os componentes da mistura de enzimas líticas en 

volvidas na liberação de protoplastos ·são conhecidos em apenas 

alguns casos. Os estudos mais extensivos foram feitos com enzi­

mas de Tnlc.hode.nma hanzanlum com respeito ao isolamento de pr� 

toplastos em Sc.hlzaph yllum c. ammune. (de VRIES e WESSELS, 1973) 

Deste modo, três componentes principai's, S- glucanase ( a-1,3 

glucanase),R-glucanase (s -1,3 -, í3 -1,6-glu.c.ç1.naJ.ie.) .e. quitinase,

foram isolados por filtração em coluna de gel e verificou-se que 

todos os três· componentes foram necess�rios para a 1 iberação de 

protoplastos em S.c. ommun.e.. Por outro lado ? um complexo lítico u

til no isolamento de protoplastos de PY-.thium foi obtido de S.tne._E. 

i.omyc.e.J.i ,.sa.tllumae.n.6.l.6 e, mostrado con-!:.er dóis importantes compone.!!_ 

tes, uma celulase e uma exo-laminarase (SIETSMA tt al., 1968). 

Enriquecimento de complexos líticos com polissa­

carideos específicos pode aumentar a produção de protoplastos ou 

a velocidade de liberação dos mesmos. Assim, HOUSSET rU: af. ,(1975) 

adicionaram a-1,3- glucanase e í3 - 1,3 glucanase a enzimas de suco digestivo 

e aumentaram ambos os parimetros no .isolamento de protoplastos 

de Sc.hlzoJ.iac.c.hanomyc.e.J pombe.. MORRIS (1978) , verificou que a adi 

ção de glusulase ao complexo lítico proveniente de Tnlc.hode.nmah� 

zlan.um aumentou a velocidade de liberação de protoplastos em A. 

nidulan.6 e ANNE e.tal. (1976), obtiveram produção mãxima de prot� 

plastos em Pe.nlc.illlum c.hn y,.soge.num quando enzimas produzidas por 
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T11..lehode.11..ma foram misturadas com uma preparaçao proveniente de 

S.:tne.p.:tomyee..6 911..arn,i.ne.o{iapue.n'.ó e uma celulase comercial. 

Complexos enzimãticos constituídos por diferen­

tes polissacarases (celulase, gumase, mal.tase, hemicelulase e 

quitinase) purificadas t�m sido ut·ilizados para obtenção de pr� 

toplastos em Ne.u11..o.6po11..a ell..a.6.6a (EMERSON e EMERSON, 1958). Do 

mesmo modo, tanto preparações de enzimas 1Tticas ·obtidas a par­

tir de suco digestivo de caramujo (suco digestivo bruto, helica 

se lipolltica e citohelica�e a diferentes concentrações) DIATE­

WA flt al. , 1 9 8 1 ) , quanto p o l i s sacar a ses d e o: i g em com e r c i a l p r � 

venientes de outros microrganismos para uso em diferentes tipos 

de fungos (A. nldula�, A. nlge.11.., A.11..ugulo.6u�, A.oeh11..aee.u.6, S,e!

11..e.vl.6lae., A.eh11..y.6oge.num e. P.eh11..y.6oge.num�HAMLYN et al., 1981 ,tem 

sido comparadas. 

Protoplastos isolados de culturas de levedura ou 

fungo filamentoso, por definição, deve ser heterog�neo com res­

peito ã sua fisiolo�ia e bioqulmica. A nlvel de população, o 

· estado fisiológico da cultura e o principal fator que determina

� produção de protoplastos. Por outro lado, a idade fisiológica

da cultura influencia esta mesma produção. Assim, PEBERDY J.:t at.

(1976) estudaram os diversos fatores (pH, estabilizadores osmo­

ticos, idade do mic�lio) que afetam a liberação de protoplastos
. .

em A.6lavu.6, A.nldulan.6, P.ehny.6oge.num, Fu.6anlum eulmoll..um e. Ne.u

11..o.6po11..a ell..a.6.6a. Verificaram que para A.6lavu.6 a produção de pr�

toplastos foi maior quando foram us�das culturas em fase expo -

nencial de crescim�nto, o mesmo cicorrendo para os outrbs fungos
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estudados. ANN[ e PEBERDY (1975), verificaram o mesmo fenômeno 

em P.c.h�y�ogenum. ZOCHER e KLEINKAUF (1980), obtiveram boa pr� 

dução de protoplasto em Clavic.ep� pu�pu�a ao utilizarem micêlio 

em fase estacionãria de crescimento (fase em que ocorre sTnte­

se de ergotamina). Por outro_lado,_ MENDOZA e VILLANUENA (1962) 

produziram protoplastos em grande quantidade em S.6na6ili� e� 

no��ei, usando micélio de culturas novas fr�nte a ação da enzi 

ma li"tica_ desde que fizessem um pré-in5culo de 24 horas. Do mes 

mo modo, MUSILKOVÃ e FENCL. (1968, 1969) obtiveram a mais alta -

produção de protoplastos e� A. nigen com o uso de hifas jovens. 

Resultados semelhantes t�m sido encontrados po� de VRIES e 

WESSELS(1972)em Sc.hizophllum c.ommune. e _por TANAKA e;t al. ( 1981) com 

Py�ic.ulania onyzae. 

Deste modo, outros trabalhos com a idade da .cul 

tura afetando a liberação de protoplastos t�m sido realizados em 

Sac.c.hanomyc.e� c.enevi�iae, DEUTCH e PARRY (1974) verificaram que 

células em fase expon�ncial de crescimento são sensTveis ã produção 

. de protoplastos, enquanto que as de fase estacionãria não o são . 

. O ·mesmo foi observado por SHAHIM (1972"). KOVÃC e.t al. (1968) ,po­

rêm,obtiveram protoplastos de S.c.e.nevi�iae em fase estacionãria 

de crescimento para estudo de fosforilação oxidativa de suas mi 

tocôndrias. DEUTCH E PARRY (1974), observando que celulas trat� 

tas com cloranfenicol ou 5 - fluoruracil durante este peri"odo ( 

fase exponencial) nao desenvolvem res.istijncia â ação enzimitica, 

sugerindo que, as mudanças envolvidas neste fenômenp sao depen­

dentes de RNA e sTntese proteTca. Do mesmo modo, EDDY. e WILLIAM 
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SON (1957), trabalhando com Sachahomyce-0 canl�bengen-0l� obti­

veram protoplastos de células com 2 idades de cultivo (18 h. a 

temperatura ambiente e 5 h a 25QC), sendo que nestas condições 

a produção foi mãxima; SHAHIN {1971) usanrlo a enzima Helicase, 

produziu protoplastos em células de Schizo-0acchanomyce-0 pombe 

em fase estacionãria de crescimento; STEPHEN e NASIM (1981) 

testaram vãrias espécies de levedura (S.cinevl-0iae, Schizo-0ac-

chanomyce-0 pombe, Kluyvenomyce-0 lactl-0, Tnicho-0ponon pullulan-0 

e Schwanniomyce-0 alluviu-0) com a enzima Mutanse (NOVO), sendo 

que o tempo Õtimo de exposição variou com a idade da cultura e 

� espécie de levedura utilizada; BROWN (_1971), tratou células 

de Tonulop-0l-0 glabnata,· Candida albican-0 e Sacchanomyce-0 cene­

viJiae em diferentes fases de seu cicío de crescimento com a 

enzima Helicase e verificou que a susceptibilidade de T.glabna­

ta deiapareceu completamente dentro de 2 horas durante a tran-

. sição da fase exponencial de crescimento para a fase estacionã 

ria, en�uanto que em e. albican-0 e S.ceneviJiae a susceptibili 

dade diminuiu gradualmente durante a fase estacionãria. 

Poucos trabalhos que relacionàm o efeito do 

meio de cultura na liberação de protoplastos têm sido publica­

dos. MUSILKOVÃ e FENCL (1968), mostraram os efeitos da cultura 

na liberação de protoplastos. de A. nigen em um meio definido e 

em meio complexo. A aeração dos meios de cultura resultou na 

produção de mais protoplastos do que nos m�ios· sem aeração.Con 

cluiram que o meio residual de cultivo deve ser retirado da sus 
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pensão de micélio pela lavagem com solução de alta pressão osmo 

tica. OKANISHI e;t ai .. (1974),.verif.icaram em s: 9 11.I.õe.LU, e. S.ve.ne.­

zue.lae. que o niimero de protoplastos formados é maior e a veloc1 

dade de rev�rsão e es�abilização melhores em ·meio contendo MgCl2. 

Por sua vez , FOURY E. GOUFFEAU ( 1973), estabeleceram ,que em Sc.hlzE._ 

.õac.c.ha11.omyc.e..6 pombe. a produção de protoplastos e aumentada qua� 

do as células são pré�incuba�as na presença de 2 -deoxi-D-gluco-

se. No entánto, longos per1odos de incubação nesta substãncia fa 

zem com que os protoplastos percam sua capacidade respirat5ria. 

Uma outra maneira de aumentar a velocidade de 

produção de protoplastos consiste em faJer pré-tratamento das ce 

lulas com certas substâncias como , principalmente , compostos de 

Tiol. Assim DOOIJEWAARD  e;t al .. ( 1973) est:i,mularam a produção de 
 

protoplastos em Ge.otJz.lQum c.andldum pela adição de Dithiothreitol, 

2-Mercaptoetanol ou cisteamina ao meio de incubação ; FAWCETT e.t

�e. (1973), verificaram que pré-tratamento do micélio com Dithio 

threitol era necessãrio em Ce.phalo6po11.ium ac.11.e.monlum para produ­

ção de protoplastos enquanto que para Pe.11,lc.Lt_lium c.h11.y.6oge.11um o 

mesmo não foi necessãrio; FINKELMAN e;t al . (1980), através do u­

so de· 2-Mercaptoetanol em Au11.e.oba.6lde.um pullulan.6 com incubação 

anaer5bica , lograram a produção de protoplastos frente a uma mi! 

t;ur,a �e enzimas Hticas e ALIMDZHANOVA E BEZBORODOV (1980), demonstraram que 

tratamento da-s celulas de OospoM R...acXÁ.,.6 com solução de TRIS (Hidroximetil) 
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Amincimetano e essencial para a lise da parede celular.com en­

zima digestiva e conseqüente liberação de protopl.astos. Outra 

maneira de promover a liberação de protoplastos, quando sao 

usados estabilizadores orgânicos, consiste em fazer-se um pr! 

tratamento do micélio com um detergente (Desoxicolato, lauril­

sulfato ou Triton X 100). SIETSMA e BOER (1973), compararam a 

açao destes detergent�s na pr6dução de protoplastos em Py�hi� 

1.ip e verificaram que o Triton X 100 e o mais eficaz. 

Esporos também constituem-se em uma fonte util 

de protoplastos, espec;ialmente em especies·onde eles são estr� 

turas uninucleadas. Destes protoplastos� espera-se que sejam 

�ais homog�neos em sua c6mposição de organelas e portanto em 

seu desenvolvimento; o que foi observ�do por GENTHNER e BORGIA 
•• . l 

(1978) em Muc.oll. nace.mo1.iu1.i e. BOS ·e S�AKHORST (1981) em A.r ru,du1.anó 

- e- A.nige,11,�Por outro lado, as_pecto diferente foi observado por

EMERS-ON e EMERSON (1958) em Ne.uno1.ipo11,a c.ha1.i1.ia, onde os proto­

plastos produzidos diretamente a partir de con1dios pareceram 

ser menos uniformes do que os originados da hifa, especialmen­

te, a baixas concentrações de açúcares e enzimas. 
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2,4,2, FUSÃO 

O ::ímpeto para usar técnicas d.e fusão de proto­

p las tos em fungos surgiu de tr�balhos si.milares com células a 

nimais e protoplastos de plantas. Fusão espontãnea foi primei 

ramente descrita, como um evento raro, em pro�oplastos de Fu� 

4anium aulmonum (LOPEZ-BELMONTE et al., 1966), sendo a enzima 

litica proveniente de Stneptomyae4 na, testando vãrios estabi 

lizadores_� entre os quais os melhores foram: NH1iCl, manitol; 

NaCl ou ramnose, o estlmulo para a fusão sendo desconhecido 

A primeira tentativa de fusão controlada foi feita com Geotni· 

ahum �andidum (FERENCZY et al., 1974), baseada em prãticas g� 

neticas padrões, com a seleção de heterocãrios sendo feita por 

complementação nutricional em meio minimo. A freqUência de f� 

são foi baixa, estabelecendo-se o estado heterocari5tico mas 

nao o dipl5ide. A seguir, B.INDING (1974) aumentou a freqLiên -

eia de fusão em protoplastos de Phyaomyae4 blake4leeanu4 atr! 

ves do uso de .mutantes auxotr5ficos complementares e como a­

gentes d.e fusão, ãgua de mar e Ca ( NO
3 ) 2 tamponado, sendo que, 

neste ultimo a freqLiência de fusão foi duas vezes maior do que 

a obtida em ãgua do mar e 37 vezes maior do qu� a obtida por 

FERE N C Z Y et al. ( 1 9 7 4 ) . FERE N C Z Y e:t al. ( 1 9 7 5) , a p 1 i e ando os 

mesmos principias conseguiram aumentar a freqLiência de fusão 

em-A. nidulan4 obtendo heterocârios irregulares e col6nias a­

presentando-se diferentes dos mutant�s parentais. 

As observações de CONSTABEL e KAO (1974) em pr� 

toplastos obtidos em plantas e subseqUente aumento na freqU�� 
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eia de fusão atrav�s do uso de polietileno glitol (PEG), leva 

ram a estudos envolvendo este composto. 

ANNE e PEBEROY (1975)� verifitaram em proto-

plastos de Penieillium ehhy4ogenum os parimetros envolvendo 

�olução fusogênica (PEG), pH e concentração de ions cilcio. A 

concentração de PEG foi estabelecida como um �timo em 30%(p/v) 

a um tempo de exposição de 10 minutos a 30°C. Jã PEBERDY et 

. al. · {1975)� com fusões intfaespecificas em protoplastos de A. 

ólavM, A.nigeh, P.óhequen.ta� e P.harnigena�A .. �dulan6 foi de 25%,sendo a fre

qüência de fusão baixa para A. nigeh, enqu.anto que as de A. 

ólavu4 e Penieillium foram maiores:�semelhantes ide A. nidu­

lan4. Estas 'freqüências de fusão foram cerca de 1000vezes maio 

res do que as previamente achadas. A partir destes estudos, A� 

N[ e PEBERDY (1976) estabeleceram.uma metodologia de fusão de 

prot�plastos que pod� ser aplicada com sucesso a �ãrias esp�-

cie� de fungos. Assim, estes autores atrav�s de mutantes auxb 

tr6ficos cbmplementares estabeleceram fusões intraespecificas 

em Penieilliu� ehhy4ogenum, P. patulum, P. hoque6ohtii, A. ni 

dulan4 e Cephalo4pohium aehemonium �ealizando tamb�m fusões 

interespecificas entre P. ehhy4ogenum e P .. notatum, sendo que 

as .freqüências de fusão foram sempre aproximadamente as mes"" 

mas. Heterocãrios foram confirmados pelo crescimento de colô­

nias em meio minimo, al.guns dipl6ides foram formados e confir 

mados por prototrofia, coloração de esporos, tamanho de espo­

ros e conteiido de DNA. 
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Estes estudos com conseqüente aprimoramento na 

· tecnol·ogia de fusão, de�am um grande avanço aos vãrios ·campos

da Genética, fazendo com que significativos progressos· tenham

sido obtidos com fusões a niveis intra e ·interespecificos e

intergenericos. Desse modo, fusões envolvendo células com mes

mo tipo de reação sexual tem sido realizados em S. cehevl-

4lae, SVOBODA (1978), obieve com mutantes auxotr5ficos comple­

mentares e PEG, freqüências de fusão de 1 a 3%. Anãlises cito

16gicas e genéticas preliminares sugeriram a formação de um

sincãrio e integração de marcas genéticas parentais, embora o

:mesmo autor (1976) não houvesse conseguido fu�ão de protopla� 

tos entre 1 inhagens de ·Sacch.a.homyce.1.:i ce.he.vi.óí..a.e de diferentes 

tipos de reação sexual, sendo que a conjugação ocorreu somen­

te quando os protoplastos jã tinham conclu1do a regeneração de 

uma_ nova parede cel�lar. van �OLINGEN e van de� PLAAT (1977), 

por sua vez, fusionafam linhagens do mesmo tipo de reação se­

xua'l com auxTl io de S-mercaptoetanol, ao mesmo tempo que est� 

daram se fusão por PEG poderia ser aplicada em leveduras. Da 

mesma maneira, ·cHRISTENSEN (1979) fusionou protoplastos de S.

eehevi4lae de .mesmo tipo de reaçao sexual e a segregaçao dos a 

lelos para esta caracteristica com marcas _auxotr5ficas asso­

ciadas, na proporção 4:4, mostrou que não poderia ter ocorri­

do mutação. A anãlise genética dos marcadores demonstrou ter 

havido recombinação. Experimento semelhante foi realizado por 

YAMAMOTO e FUKUI (1977). 

Em Schizo.1.:ia.ccha.nomyce.1.:i pombe, fusões de proto-
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foram 

obtida·s com formação de progênie diplõide (SIPICZKI e FERENCZY, 

1977) e localização de genes em grupos de ligação (THURIAUX, 

1980). De �aneira semelhante, em Candlda alblc.�n-0, fusões de 

protoplastos foram realizadas em presença de PEG (JEFFREY et 

al., 1981) estabelecendo-se o estado diplÕide, sendo confir­

mado pelo volume celular i ocorrendo perdas cromoss6micas que 

originaram aneuplÕides a vãrios niveis. Tamb�� foi verificado 

por SARACHEK e.t al. (1981) que as perdas de cro�ossomos e in­

dução de permuta por irradiação podem afetar a recombinação p� 

ra as marcas parentais nos hlbridos. Da mesma.forma, em Cand� 

da thoplc.all-0, têm sida obtidas fusões de protoplastos com es 

tabelecimento de heterocãrio que po�em levar ao estado diplõi 

de (VALLIN e FERENCZY , 1978) ou não (FOURNIER. e.t al., 1977), 

sendo que neste ultimo caso foi obtido apenas um diplÕide e� 

partir deste foram· observados recombinantes para os vãrios mar 

cadores gen�ticos envolvidos. 

Nos fungos filamentosos e bact�rias filamento­

sas, fusão de protoplastos tem sido usada com sucesso para pro 
. 

-

duzir heterocãrios com conseqüente diploidia e recombinantes in 

traespecificos em diversos gêneros (Sthe.ptomyc.e.-0 nhadle., S. 

e. o el-i e. o lo h; H O P W O O D e W H R I G T ,

1979 - Sthe.ptomyc.e..6 sp.; HOPWOOD e.t al., 1977, 1978 - S. c.oe.-

COHEN, 1977 - S. nhadle.; B ALTZ, 1978 - T,'l.lc.hode.hma vlhlde.;BOi 

NANSKÁ e.t al., 1980 - Ge.otnlc.hum c.andldum; FERENCZY e.t al., 
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1974 - Mu.c.olL 1Lac.e.mo1.>u.1.>, GENTHNER e BORGIA, 1978 - P. c.hny1.>oge.­

nu.m; ANNt e PEBERDY, 1975 - Fu.1.>a1Liu.m ,c.LimolLu.m; LOPEZ - BELMONTE 

e.t a.e.., 1966 - A. nidu..tan.6; FERENCZY e..:t a.e.., 1975 e Phyc.omyc . .e.,!>

blak.e.1.>.te.e.anu.1.>; BINDING, 1974). Porem, BALL e HAMLYN (1982) não 

obtiveram evidências n1tidas de formação de diplÕides e hete­

rozigotos foram raramente detectados em fusões de )inhagens es­

treitamente relacionadas e divergentes de Ce.phalo1.>po1Liu.m ac.JL� 

monlu.m •. Recombinantes, presumivelmente haplÕides, foram recu­

perados através de repique da mistura de fusão de protoplas­

tos para uma serie de mei·os seletivos de regeneraçao. 

De grande significãncia e o u�o de técnicas de 

fusão na produção de h1bridos interespec1ficos e intergeneri­

cos. Assim, FERENCZY e.t al. (1976) lograram a fusão e comple­

mentação nutricional entre A. nidu.lan1.> e A. óu.migatu.1.> a uma 

baixa freqüência, sugerindo que esta complementação foi devi­

do a aneuploidias. KEVEI e PEBERDX (1977·, 1979), ao realiza­

rem fusões e�tre A. nldu.lan.6 e A. nu.gu.lo1.>u.1.> obtiveram hetero­

cãrios de crescimento lento em meio m1nimo que deram origem a 

·setores diplÕides vigorosos. Estes ao serem agora estudados com 

marcadores em todos os grupos de ligação da linhagem de A. nl

du.lan1.> mostraram distribuição ao acaso destes grupos de liga­

ção nos setores apõs haploi.dização sugerindo um alto grau de

homologia entre as espécies. PEBERDv' e.t al. (1977), isolaram

em meio m1nimo heterocãrios interespec1ficos apõs fusão entre

P .  c.hny1.>oge.nu.m e P .  c.yane.o-óu.lvum e semelhantemente aos traba

lhos de KEVEI e PEBERDY (1977, .1979) obtiveram diplÕ)des e re
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combinantes para as marcas parenta is, GODFREY et al. (1978), 

cruzaram mutantes auxotrÕficos de S .. 6nadie e S. bin�inien-0i-0 

e verificaram um aumento de 200 a 1000 vezes. na recombinação 

obtida quando comparada com o cruzamento por técnicas conven 

cionais. 

Usando linhagens com menor gra� de parentesco 

(P. noque6ontii e P. ehny-0ogenum), ANNf et al. (1976) obtive­

ram·colônias 11hibridas 11 apõs fusão q!le prontamente segregaram 

a primei�a linhagem parental; contudo a prototrofia dessas co 

lônias e sua capacidade de produzir penicilina indicou a pre­

sença, ao menos em parte, do genoma de P. ehny-0ogenum. 

Fusão de protoplastos entre gêneros diferentes 

de leveduras (S. eenevi-0iaee Sehizo-0deehanomyee-0 pombe) foi 

obtida com sucesso por CARRAU et al. (1982), usando como meio 

de recuperação de heterocãrio�, meios providos de.fontes de 

carbono adequadas para os provãveis produtos de fusão. 

A· fusão de protoplastos é também utilizada pa­

ra transferência de determinantes genéticos citoplasmãticos 

como os ·presentes em mitocôndrias . Desse_ modo, FERENCZY;eMARÃZ 

(1977) transferiram mitocôndrias entre linhagens de mesmo ti­

po de reação sexual de s.eenevi-0iae, FUKUDA e KIMURA (1980), 

YAMASHITA et al. (1981) fizeram trinsferência intergenerica 

de mitocôndrias de Han-0enula wingei para protoplastos de S. 

cehevi-0iaeusando a metodologia de miniprotoplastos e MARÃZ e 

SUBlK ( 1981) fusionaram protoplastos .de linhagens auxotrÕficas 

de s. eenevi-0ae de ''reações sexuais 11 iguais e opostas, carregando 
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diferentes marcadores mitocondriais. Neste_ Gltimo caso, a ex­

pressão dos genes mitocondriais nao foi prejudicada nem pelos 

genes nucleares ( 11 mating-type 11 ) nem pelo _método de transferên 
 

eia de genomas, tornando-se deste modo, possivel o estudo ge-

nético por fusão de protoplastos. Recentemente TSUBOI (1981), 

t r a b a 1 h a n d o em S • e_ <Ui e. v i,6.i,ae. com l i n h a g e n s d i p 1 Õ i d e s que eram 

deficientes respiratõrios ou eram homozigotas para o locus tl 

po de reação sexual (a/a ou a/a) e portanto, incapazes de es-

. porular, fora� cruzados por fusão de protoplastos e induzidos 

a esporular sem reversão a cel:ulas normais. Para isto, linha­

gens diplÕides deficientes respirat5riai 'foram cruzadas com 

linhagens haplÕides· respiratõria �ompetentes, com marcadores 

mitocondriais para resistência, e linhagens haplÕides homozi­

gotas· para locus de ·tipos de reação sexual foram cruzadas com 

linhagens haplÕides de tipos de reação sexual opostos� Este prQ_ 

cedimento levou ã formação de esporos, e a anãlise dos genÕtl 

pos dos e�poros revelou que quando os produtos de fusão foram 

cultivados sob condições para esporulação não ocorre carioga­

mia, nücleos diplÕides sofrem meiose e ambos os niicleos, di­

plÕide e haplÕide, são capazes de desenvolver esporos. 

Outros estudos têm sido realiza�os com os pro­

to�lastos ou com produtos de fusão destes. Assim, HINNEN e.t 

ai. (1978), transformaram protoplastos de S. c_e�e.vi�ae leu 2-

com plasm,deo bacteriano Col E1 carregando o gene de levedura 

leu 2+, ocorrendo inserção deste em vãrias regiões do genoma, 

incluindo a região leu 2-; BEGGS (1978), de maneira similar ,
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transformou protoplastos de S. ee..ll.e.vi.6ae. com um plasmideo qu1 

merice entre Cal E1 e o plasmideo 2 µm juntamente com o ge­

ne leu 2 + . GURINA e.t al. (1979), estudaram a compo�ição pro­

teica de protoplastos de Candida utili.6 e MANN e MECKE (1980), 

isblaram e caracterizaram membranas nucleares e nGcleo de S.

ee.ne.vi.óiae. através de sua composição quimica e padrão eletrof� 

retice de proteina total. DARL ING e.t al. (1969)_ em S. c.e.nevi 

.6..çae.; HAVELKOVÁ (1966) em C. utilL6, S. ean.t.õbe.nge.J'!.õil,, S. c.e.ne 

vi&i...ae. S. lac.:ti.6 e Sc.hizo.õàc.e,hanomye,e..6 pombe.; MIEGEVILLE e.:t 

al. (1979) em S. c.e.ne.viUae. , C. a.tbie,an.6, C. ne.060.ll.man.6 e H. a, 

·. nomala e NUNO CHACEL (1982 - comunicação·pessoal) em M. ani 

.6opliae. realizaram estudos com microscopia eletr6nica do pro-

. cesso de formação de protoplastos e dos prõprios protoplastos. 

GUMPERT (1980 ),. realizou estudos com_�icroscopia eletr6nica 

da fusão de protoplastos em S:tne.ptomyc.e..6 hyg.ll.o.6c.opic.u.6. MORRIS 

(197a), utilizou protoplastos de A. nidulan.6 para obtenção de 

· DNA de alto peso molecular. BIRNBOIN (1971), obteve ãcido ri­

bonucléico e polirribossomos a partir de protoplastos de S c.hi

zo.6ac.c.ha.ll.omyc.e..6 pombe.. ROBINSON e:t al. (1981)� verificaram a

homologia de DNA entre S. jumonjine.n.6-l.6 e S.lipmanii através

da fusão de protoplastos dos mesmos e anãlise em gel de aga­

rose.

Uma nova metodologia que tem s·ido aplicada com 

sucesso na fusão de protoplastos e que foi verificada em S.

ee..ll.e.vi.6é.ae(WEBER e.t al., 1981) e o estimulo da referida fusão 

por um campo elétrico de alto pul�o, fazendo com que a fre-
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qU�ncia de fusão seja aumentada em cerca de 200 vezes quando 

· comparada com experimentos sem tratamento com o campo el�tri

co.
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3, MATERIAL E MÉTODOS 

3,1, LINHAGENS UTILIZADAS 

As linhagens utilizadas de Meta�hizium ani�o­

pliae foram provenientes de diferentes Estados brasileiros e 

originariamente isoladas de insetos adultos de Veoi� (Homopt� 

ra, Cercopidae). Assim, foram usados as seguintes linhagens: E 6

(Espirita Santo); RJ-3 (Rio de Janeiro) e M (Manaus). 

3,2, MEIOS DE CULTURA E SOLUÇÕES UTILIZADAS 

3,2,1, MEIO MÍNIMO _(MM) (PONTECORVO e col., 1953) 

Na NO 3 • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • 6 , O g

KH 2 PO 4 • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • 1 , 5 g

KC l .•••.•.•••• - ......... ·• • • • . • • • • • • • O , 5 g



Mg SO 1t • 7 H 2 O • • • • •  e • • • • • • • • • • • • • • • O , 5 g

F e SO 4 • • •  º •. " • • • • • • • • • •  ·• • • • • • • • • • • O , O 2 g

ZnS04 • • • • • • • •  º ••••• · ••••••• .,...... 0,02 g

Glicose ...................... ·.� .. 10,0 g 

Agar .................... º ••• :.... 15,0 g 

· Ãgua destilada ..•••...•..•••.••.. 1000,0 g

pH ajustado para 6,8 com NaOH ·4% 

42 .. 

3�2.2, MEIO COMPLETO SÓLIDO (MC) (AZEVEDO e COSTA, 

1973) 

Adicionou-se ao meio minimo: 

Extra to de levedura.. . . . . . . • . . . . . O, 5 g 

· Peptona. . . . . . . . . . . . . . . .. . . . . . . . . . . 2, O g 

Caseina hidrolisada ...... �....... 1,5 g 

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

Solução de ;cidos nucl�icos...... 1,0 ml 

pH ajustado para 6,8 com HaOH 4% 

3.2.3, MEIO MÍNIMO LÍQUIDO (PONTECORVO e col ., '1953) 

Preparado segundo o item 3.2.1.·, não sen do a di 

cionado agar. 
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3,2,4, MEIO COMPLETO LÍQUIDO (PONTECORVO e cal., 1953) 

Preparado segundo os itens 3.2.1. e 3.2.·2.,não 

sendo adicionado o agar. 

3,2,5, MEIO MÍNIMO MAIS 2% DE MEIO COMPLETO E MEIO

MÍNIMO MAIS 4% DE MEIO COMPLETO

Em tu b o s - d e e n s a i o , f o r a m a d i c i-o n a d o s 2 , 5 m 1 d e 

meio mlnimo llquido mais 2% de meio completo llquido e �eia ml 

nimo mais 4% de meio completo llquido� 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 

ceção.da água. 

3.2.7, MEIO MÍNIMO 2X CONCENTRADO 

Preparado segundo o item 3 ."2 .1., onde cada com 

ponente foi colocado em quantidade dóbrada, com exceção da a­

gua. 
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3,2,8, MEIO MÍNIMO LÍQUIDO PARA CRESCIMENTO DE MICELIO 

Ao meio minimo preparado segundo o item 3.2.1., 

foram adicionados o(s) requisito(s) para cada marca auxotr5fi 

ca. 

3,2,9, MEIO PARA CRESCIMENTO DE MICÉLIO 

Ao meio minimo liquido preparado segundo o i­

tem 3.2.1;, foram adicionados 2,0 g/l de caseina hidrolisad� 

e 5,0 g/l de extrato de levedura. 

3.2,10, MMKCl PARA REVERSÃO E OBTENÇÃO DE PRODUTOS DE 

FUSÃO 

Preparado segundo o item 3.2.7., onde o mesmo 

foi diluido no momento de uso com KCl 1 ,4M em tampão fosfato 

· pH 5,8, na proporçao 1:1.

3,2,11, MCKCl PARA OBTENÇÃO DE CRESCIMENTO DE CÉLULAS 
. . .

. 

TOTAIS (PROTOPLASTO$J MICÉLIO E CONÍDIOS NÃO 

DIGERIDOS) 

Preparado segundo o item 3.2.6., onde o mesmo 

foi dilui do no momento de uso com KCl 1 ,4M em tampão fosfato 

pH 5,8 na proporçao de 1 :1. 



3,2,12, SOLUÇÃO DE VITAMINAS 

1i • d 
. 

t ...
.

HC1 o nico 1n1co ..••.........•••..••. 

Ãc ido p-ami nobenzõ i co .•...••.......•.. 

B i o ti na •••••••••••••••••••••• e ••••• � • • 

Piridoxina .......................... . 

Riboflavi nq. •••••••••• ec ••••••••••••••• 

Tiamina ....................... · ...... . 

100 ,O mg· 

10 �o mg 

0,2 mg 

50,0 mg 

100 ,O mg 

50,0 mg 

Ãgua destilada esterilizada .......... · 100,0 ml 

45. 

A solução foi aqueci da _em banho-maria a 98DCpor 

15 mi nutos e guardada em frasco escuro, no refri gerador a 4 ºC 

sob clorofÕrmio. 

3,2,13, SOLUÇÃO DE ÁCIDO NUCLÉICO DE LEVEDURAS 

a) Ãci do nucléico de leveduras: 2,0 g em 15,0 ml ·de HCl 1N

b) Ãcido nucléico de leveduras: 2,0 g em 15,0 ml de NaOH 1N

Ambas as soluções foram aquecidas a 98° c duran 

te 20 minutos, mi sturadas, o pH ajustado para 6 ,O com NaOH 4 % 

e filtradas. Comple tou-se o volume para 4 0  ml e manteve-se em 

refri gerador a 4 ºC sob clorofÕrmio. 
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3,2,14, SUPLEMENTOS ADICIONADOS AO MEIO MÍNIMO 

Estoqu es de s uplem entos foram preparados, adi­

cionando-se cada um deles em frascos contendo ãgua  destilada 

esterilizada. Estes foram aqu ecidos em banho-maria  (98°C) por 

15 m inutos e conservados em refrigeradór a 40c ( os estoques de 

vitam inas foram conservados em frascos escuros). 

Solução Quàntidade adicionada por Concentração fi-

Estoque placa (20 ml de meio nal no meio de 

(20ml de ãgua) de cultura) cultura 

Adenina 500,0 mg O, 1 ml 25,00 µg/ml 

Lisina 1 ,O g O, 1 ml 50,00 µg/ml 

Cisteina 1 , O g O, 1 ml 50,00 µg/ml 

Metionina 1 , O g O, 1 ml 50,00 µg/ml 

Piridoxina 5,0 mg O, 1 ml 0,25 µg/ml 

Biatina 4,0 mg O, 1 ml 0,20 µg/ml 

°Ácido nicotinico 10,0 mg O, 1 ml 0,50 µg/ml 
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3,2,15, SOLUÇÃO SALINA (0,85%) 

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

1000 ml de ãgua destilada. Foram colocados 10 ml em frascos e 

a seguir os mesmos foram autoclavados e conservados- ã temper� 

·-tu ra ambiente.

�.2,16, SOLUÇÃO DE TWEEN 80 (0,1%) 

Foram adicionados 0,1 ml de Tween 80 em 100,0 ml 

de- ãgua destilada com homogeneização e 2,5.mJ da solução fo­

ram colocados em tubos de ensaio, que foram a seguir autocla­

vados e mantidos ã temperatura ambiente. 

3,2,17, SOLUÇÃO DE CASEÍNA HlDROLISADA 

Preparou-se a solução, dissolvendo-se 100 mg de 

caseina hidrolisada em 10 ml de H 2 0 destilada esterilizada. E� 

�a foi aquecida em banho-maria (98 ºC) por 15 minutos e a se­

guir conservada em refrigerador a 4°C. 

3,2,18, SOLUÇÃO DE ALBUMINA 5% 

Preparou-se uma solução com 5,0 ml de clara de 

ovo em 100 ml de ãgua destilada. Filtrou-se e conservou-se em 

congelador. 
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3,2,19, SOLUÇÃO DE CLORONEB (1 ,4-dicloro-dimetoxil ben 

zeno) (D� Pont, 65% P.A.) 

Preparou-se a solução dissolvendo-s� 100 mg de 

Cloroneb em 10 ml de ãgua destilada esterilizaâa (concentra -

ção final de 6.500 µg/ml P.A.). Conservou-se em refrigeração 

a 40c. 

3,2,20, TAMPÃO FOSFATO pH 5,8 

.• Solução A

NaH2P04.......... .. . . . . . . . . . . . . . . . · 24 �O g

Agua destilada................... 1000,0 ml · 

. Solução B 

Na2HP04 • 12 H20· •••••••••••••••••• · 71 ,6 g 

· Agua destilada................... 1000,0 ml 

·Adicionaram-se 920,0 ml de solução A em 80,0 ml

de solução B. As soluções A e B foram conservadas no refrige­

rador e o tampão fosfato foi preparado no momento de uso. 



3,2,21, TAMPÃO FOSFATO pH 6,9 

• Solução A

NaH 2P0 4�. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 27,8 g

- Ãgua destilada •............•. _ ...•. � .. 1000,0 ml 

. Solução B 

. 

. 

. 

. Na2HP04 ••••••••••••••••••••.••••••••• 53,65 g 

-1\gua destilada .......•...••.....••.. �- 1000,0ml 

49. 

Ad icionaram-se 45,0 ml da solução A em 55,0 ml 

da solução B e completou-se o volume para 200,0 ml com água 

destilada. As soluções A e B foram conservadas em refrig era­

dor e o tampão foi preparado no momento de  uso. 

3,2,22, TAMPÃO LÍTIO-BORATO pH 8,3 

Hidrõxido de lltio (anidro)........ 1,2 g 

-1\cidobõrico ......•.•......... -..... 11,89g 

- Ãgua destilada ...•..•....•........• 1000,0 ml 

3,2,23, TAMPÃO TRIS�CITRATO pH 8,3 · 

Trizma Base........................ 6,3 g 

Ajustar o pH com ãcido c,trico ....• (±1,6 g )

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



3,2,24, a-NAFTILACETATO 

a-naftilacetato.................... 0,2 g 

Acetona............................ 1 O ,O ml 

Agua destilada..................... 10,0 ml 

3,2,25, B�NAFTILACETATO 

B-naftilacetato ••..•.••.•••••.• �... 0,2 g 

Acetona............................ 20 ,O ml 

3,2,26, SOLUÇÃO PARA REVELAÇÃO DE ESTERASES 

Fast Blue R ..............•.•...•.•. 100�0 mg 

a-naftila�etato ...•..... ;.......... 3�0 ml 

B-naft i l acetato ............•... •.... 3 ,O ml 

Tampão fosfato pH 6,9 .......•.....• 100,0 ml 

3,2,27, SOLUÇÃO DE PERSULFATO DE AMÔNIA (J\P) 

Solução aquosa a 10% de AP. 

3,2,28, SOLUÇÕES DE ÁLCOOL ETÍLICO 

50. 

As soluções foram preparadas nas con cen trações 

de 95, 70 e 50%. As diluições do �l cool para a produção das 

soluções foram realizadas co m igua destil ada. 
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3,2,29, SOLUÇÃO DE GIEMSA 

Diluiu-se uma parte de Giemsa em 66  partes de 

glicerina a 60ºC e apõs o resfriamento, misturou-se com 66 pa� 

tes de metanol. Esta solução foi mantida à temperatura ambien 

te. 

3,2,30, SOLUÇÃO DE FIXAÇÃO 

No momento· de uso, foi preparada uma solução na 

proporção de 6 ãlcool etili�o absoluto: 1 tc1do acético 

gla­cial: 1 ãcido lãtico. 

3,2,31. SOLUÇÃO DE KCl J,4M pH 5,8 

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

foram dissolvidos· com agitação e aquecimento em 500 ml de so­

lução A (tampão fosfato pH 5,8). Levou-se ao potenciômetro e 

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

pH 5,8. O volume final foi acerta.do para 1000 ml com tampão 

fosfato pH 5,8. Autoclavou-se e conservou-se em refrigerador. 
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3,2,32, SOLUÇÃO DE KCl 0,7M pH 5,8 

Para preparo desta solução, um volume de KCl 

1,4M foi diluido em igual volume de tampão fosfato pH 5,8. Au 

toclavou-se e armazenou-se em refrigeraâor. 

3,2�33, SOLUÇÃO DE PEG 30% 

• Solução A

CaCl 2 ••••••••••••••••••••••••••••••.••• -:. 11 ,o g 

· Ãgua destilada •.....•...•.•......••..•••• 1000,0 ml 

Solução B 

Glicina�································ 3, 75 g 

·. Ãgua destilada ................... �...... 1000 ,O ml 

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

· F o r a m a d i c i o n a d o s 1 O , O m l d a s o l u ç ão A em 1 O , O m l

da solução B e o volume corrig ido para 100,0 ml com ãgua des­

tilada. O pH foi corrig i do para 8,0 com NaOH 4 % e adicionado 

PEG 6000 em concentração f inal de 30%. 
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3,2.34, SOLUÇÃO DE ENZIMAS PARA PRODUÇÃO DE PROTOPLAS­

TOS ( HAML I N e:t al., 1981) 

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

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

de 11 celulase CP 11 e 2,5 mgde "NOVO". 

3,2.35, SOLUÇÃO TIE DIFENILAMINA 

Colocou-se 1 0 ,0 g de difenilamina pura em 100,0 

ml de ãcido acético glacial e adicionou-se 2,7 ml de ãcido sul 
. 

-

fiirico concentrado. Conservou-se no eicuro e, no momento de u 

so, aqueceu-se a 100 ° c por 15 minutos. 

3,2,36, SOLUÇÕES DE ÁCIDO PERCLÓRICO 

0,5M 

1 N ••.•••••••••••• 

3,2.37, SOLUÇÃO 5mM NaOH 

50, 18 g 

100,36 g 

1000 ml (H
2

0) 

1000 ml (H
2
0) 

Procedeu-sei confecção de uma solução estoque 

1N e desta, fez-se a solução 5mM. 



3,2,38, SOLUÇÃO ESTOQUE DE DNA PARA CURVA PADRÃO 

Preparou-se a solução dissolvendo-se 80 mg de 

DNA purificado em 10 ml àe solução 5mM de· NaOH. As diluições p� 

ra preparaçao de curva padrão foram real'izadas com ãcido per­

clórico 1N. 

3,2,39, GEL DE ACRILAMIDA 

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

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

3,2,40, SISTEMA DE FILTRO PARA TÉCNICA DE ENRIQUECIMEN 

TO 

No interior de filtros plãsticos 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 FlLTRAÇAO DE MICELIO 

Estes foram preparados, mantendo-se em seu in­

terior duas folhas de papel de filtro Whatman nQ 1. Foram en­

volvidas em papel de aluminio e papel comum e autoclavados por 

15 minutos a 120°c. 

54.
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3,2,42, USO DE PALITOS PARA TRANSFERÊNCIA DE·COLÔNIAS 

Pal-itos roliços adquiridos no .com�rcio foram 

autoclavados em ãgua por 6 vezis consecutivas (sendo lavado e 

a ãgua trocada a cada vez) e então e�terili�ados em forno por 

3 horas. Depois de usados, eram novamente autoçlavados, secos 

e esterilizados para posterior uso. 

3,2,43, ESTERILIZAÇÃO E INCUBAÇÃO 

Os meios de culturas e as soluç5es foram este­

rilizadas em• autoclave por 15 minuios a 120°c (exceto nos ca-

sos assinalados). Os frascos que necessitaram ser utilizados 

e esterilizados, foram autoclavados a 120°c por 35 minutos (fil 

tros� frascos de produção de protopl�stos, etc.). A temperat� 

ra de incubação foi de 2s 0 c, exceto quand� foi necessãrio dei 

xar o material ã temperatura ambiente. 

3,3, SOBREVIVÊNCIA À LUZ ULTRAVIOLETA 

Suspensões de conídiós das linhagens selvagens 

EG e RJ em tween 80 foram observados ao microscópio com o au­

xll·io de uma c;mara de Neubauer, determinando-se assim o nüm� 

rode conidios por mililitro. Estas suspensões foram diluídas 

em solução salina (1:10), colocadas em placas de Petri esteri 
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lizadas, irradiadas com luz ultravioleta a diferentes intensi 

dades (µW/cm 2 /s). Apõs cada irradiaç[o, diluições apropriadas 

'foram feitas em solução sali.na 0�85% e 0,1 ml foi semeado em 

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

cia de luz, Findo este perlodo, as colônias sobreviventes fo 

ram contadas e procedeu-se o cálculo da curva de sobrevivên­

cia, tomando-se o numero de colônias obtidas no tempo O minu-

tos como 100%.de sobrevivê�cia. Estimou-se deste modo, o tem­

po de irradiação que permitia 5% de sobrevivência para as di­

ferentes linhagens. 

3.3,1, DETERMINAÇÃO DO TEMPO DE ENRIQUECIMENTO POR 

FILTRAÇÃO PARA OBTENÇÃO DE-MUTANTES AUXOTRÓ­

FICOS 

Suspensões de conídios em tween 80(0,1%)das linhagens 

selvagens (E G e RJ) e mutantes para uma marca auxotrÕfica e u 

ma marca para coloração (E G A-Y e RJA-Y), foram produzidas com 

conidios crescidos em MC inclinado por 7�8 dias (28ºC). 

Para cada linhagem, quantidades de cerca de 10 7 

conidios por ml foram misturados (E 6 e E 6A-Y; RJ e RJA-Y) e a 

dicionadas em erlenmeyers contendo 50 ml de meio mlnimo llqui 
do, para os tempos O - ·5 - 10 - 15 - 20 e 25 horas. Estes er­

lenmeyers foram incubados com agitação rotatõria (150 rpm) a 

28°c. Apõs cada perlodo de incubação, o conteúdo do frasco foi 

passado através de filtro contendo 6 camadas de gaze e centri 
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fugado (10 minutos a 3000 rpm). Diluições apropriadas foram 

·feitas em solução salina 0,85% e semeadas em placas contendo

MC. As placas foram incubadas por 7-8 dias (28ºC). Apôs este

periodo, as· colõnias foram contadas (sendo possivel diferen 

ciar mutantes de selvagens, pois os primeiros são amarelos) e 

estabeleceu-se a porcentagem de cada linhagem em rela -

ção ao n�mero total de c�lônias para cada tempo. 

3,3,2, OBTENÇÃO DE MUTANTES MORFOLÓGICOS 

Suspensões de confdios das linhagens selvagens 

· (E G e RJ), contendo 10 7
. conidios/ml (contados com o aux"ílio da 

Câmara de Neubauer), foram dilu"ídas .em solução salina 0,85%(1: 

:10) e irradiadas na intensidade de luz ultravioleta que propi­

ciasse 95% de morte. 

As suspensões irradiadas foram diluidas e se­

m e a d a s. em p 1 a c a c o n te n d o M C d e mo d o q u e c r e s c e s s em d e 3 O a 1 O O 

colônias por placa. Estas placas foram incubadas a 28ºC por 

7-8 dias. Findo este periodo, as colônias qu� possuiam calor!

ção ou morfologia alteradas e que também cresciam em MM foram 

consideradas mutantes morfológicos. 
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3,3,3, OBTENÇÃO DE MUTANTES AUXOTRÓFICOS 

Suspensões de conidios das linhagens mutantes 

morfolôgicos em tween 80 0,1%.foram obtidas com conidios cresci 

dos em MC inclinado por 7-8 dias. A �oncen�ração destas sus­

pensões foram determinadas como descrito no it�em 3. 3., sendo 

irradiadas do mesmo modo. Apõs irradiação, a suspensão total 

foi transferida para frasco contendo _50 ml de MM liquido que 

foi agita�o por um perlodo de 20-25 horas. Apôs este periodo, 

o MM foi fi"ltrado atraves de gaze (item 3.2.41.) para um ou-

tro frasco erlenmeyer esterilizado e vazio e novamente agita­

do a 28°C no_ periodo acima citado.· Este procedimento foi repe 

ti do por três vezes, senào que apôs a· ultima filtragem o MM 

foi centrifugado (3000 rpm 10 minutos), o 11 Pe1let11 ressuspenso em cerca 

de 3�0 ml de solução salina esterilizada e semeado em MC. As 

placas foram incubadas (28°C) por um periodo de 7-8 dias. To� 

das as colônias que se desenvolveram nestas placas, foram tran� 

feridas para placas contendo MM, com auxilio de palitos de ma 

deira esterilizados na disposição de 5 x 5 + (AZEVEDO et aL, 

1976). Colônias que não se desenvolveram neste meio foram con 

sideradas co�o sendo mutantes auxotrÕficos. O local do igar em 

que as mesmas foram inoculadas, foi cortado e transferido para 

tubo contendo MC. Estes foram agora incubados a 2s0 c por 7 - 8 

dias, conseguindo-se deste modo, conidios para ensaios de de­

ficiências nutritivas. 

Placas contendo MM sÕlido mais cada uma das so 

luções (caseina hidrolisada, ãcidos nucleicos, vitaminas e ex 
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trato de ieveduras) foram feitas e deixadas secar em estufa a 

28ºC por 24 horas. Ap5s este periodo� conTdios provenientes 

· dos mutantes auxotr5ficos foram colocados de·maneira eqUidis­

tante nas referidas placas e as mesmas foram incubadas por 2-

- 3 d i a s ( 2 8 ° C ) • As s i m , o c r e s c i me n to . d o s m u ta n t ES em uma d a s 

placas, e não em MM ,indicava a deficiência de cada um, o que 

levou ã obtenção de mutantes morfol5gicos e auxotrÕficos sim-

ples. Para a obtenção de m�tantes morfológicos e com dupla a� 

xotr6fia o mesmo proce�imento foi re�lizado, adicionando-se o 

requisito para a primeira marca ao MM liquido (usado para fil 
 

-

tragem) e ao MM sólido adicionado de aminoãcidos� vitaminas, 

ã�idos nucl�icos e extrato de leveauras. 

3,3,4, TESTE DE REVERSÃO 

Para o referido teste, suspensões de conidios de 

todos os mutantes obtidos, foram feitas em solução de tween 80, 

de tal modo que as mesmas tivessem 10 7 conidios/ml. Estas fo­

ram semeadas em MM eincubadas a 28ºC por 7-8 dias. Apõs este 

periodo verificou-se a presença ou ausência de crescimento de 

colônias. 

3,3,5, DETERMINAÇÃO DO TEMPO PARA PRODUÇÃO DE PROTO­

PLASTOS 

Quantidades constantes de micélio obtido por 
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24 horas de agitação em meio produzi.do segundo o item 3.2.9., 

foram resuspendidas em quantidades co�stantes de estabi1itador 

osmótico (KCl 0,7M) e complexo enzimático (HAMLYN e:t a.e.., 1981) 

por períodos variãveis de tempo (O - 30 - 60 - 90 - 120 -

_150 - 180 minutos). Apõs cada um destes períodos, a suspen -

sao de micélio foi lavada com KCl 0,7M por centrifugação (500 

rpm - 30 segundos). O sobrenadante foi novamente lavado por 

centrif�gação (4000 rpm - 10 minutos), ressuspendido em quan­

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

terminados por contagem em camara de Neubauer. 

3.3.5.1. Produçio de proto�lastos 

Conídios crescidos em MC inclinado a 28ºC por 

· 7-8 dias, foram suspensos em solução·_ salina e determinadas 

suas concentrações (conídios/ml) com o auxTlio de C�mara de 

·Neubauer e mtcroscópio. Estas foram adicionadas em meio para

produção de micelio (item 3.2.9.) mais os requisitos de cada

m u t? n t e p a r a u ma c o n c e n t r a ç ão f i n a l d e 1 O 6 c o ti i d i o s / m l • O me i o

assim obtido, foi mantido em agitador rotatório (150 rpm) a

28ºC por 24 horas. Findo este per1odo, o micelio desenvolvido 

foi filtrado em filtro Büchner com auxílio de bomba de vacuo

e lavado em KCl 1,4M (tampão fosfato ·pH 5,8) .· Determinou-se a

seguir, seu peso umido. Este micélio foi colocado em presença

de KCl 0,7M (tampão fosfato pH 5,8) e complexo de enzimas lí­

ticas na proporção de 50 m9 de micélio: 1,0 ml de KCl 0,7 M:

5 mg de enzima (50% de celulase CP e 50% de NOVO) (HAMLYN et
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a.t., 1982). Agitou-se em agitador rec1proco (120 rpm) por 2:30 

a 3:00.horas. Ap5s este per,odo, verificou-se a presenç� de 

protoplastos com o auxilio de microscõpio (uma gotq da suspe� 

são que havia sido agitada sobre limina e lam1Qula). Uma vez 

observada a presença de protoplastos, centrifugou-se a suspe� 

são por 30  segundos a 500 rpm, retirou-se o sobrenadante e o 

mesmo foi centrifugado por 10 minutos a 4000 rpm. O sobrena -

d ante f o i d e s p r e z a d o , r e s s u s p e n s o o II p e l 1 e t II em K e 1 O , 7 M e s t � 

rilizado e novamente centrifugado (4000 rpm; 15 ·minutos). Re� 

petiu-se esta operação mais 2 vezes. 

3,3,6, CONTAGEM DE PROTOPLASTOS

Os protoplastos obtidos no item 3.3.5.1. ( 11 pel 

let 11)foram ressuspensos ero KCl 0,7 M (tampão fosfato pH' 

5,8) (volume fixo) e contados em Cimara de Neubauer com o au­

x1lio de microsc5pio Õptico. 

3,3,7, FUSÃO DE PROTOPLASTOS (PEBERDY, 1979) 

Os protoplastos obtidos em KCl 0,7M foram mis­

turados em quantidades iguais (nunca menos que 10 6 protoplas­

tos/ml) centrifugados a 4000 rpm - 10 minutos e o pellet la­

vado por centrifugação em presença de KCl 0,7M mais 2 vezes. 

O pellet assim obtido, foi ressuspenso em PEG (1 ,O ml) pré-a-
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quecido (30ºC) e mantido em banho-maria (30ºC) por 10 minutos. 

Apõs este periodo, adicionou-se KCl 0,7M (cerca de 25 ml) e 

.centrifugou-se por 10 minutos 4oqo rpm. Este-procedimento foi 

repetido duas vezes. O pellet assim obtido, foi ressuspenso em 

1 ml de KCl 0,7M e diluições apropriadas (1;10) foram feitas 

também em KCl 0,7M. Estas diluições foram semeadas 1

1pour plate11

(1,0 ml) em MMKCl (-1; -2) e MCKCl (diluições conforme o nume 

ro de protoplastos). 

3,3,8, VERIFICAÇÃO DA PRESENÇA Di HIFASJ ESFEROPLAS­

TOS E CONÍDIOS NA SUSPENSÃO DE PROTOPLASTOS 

Os protoplastos das linhagens mutantes obtidos 

no item 3.3.5.1. foram semeados por 1

1pour plate 11 em MC e MCKCl 

(45 � 50ºC). O crescimento de col6ni�s neste meio ·de cultura 

(MC), indica o n�mero de hifas e conidios.que existem na solu 

ção de protoplastos quando comparado com a suspensao semeada 

em placas com �CKCl. A semeadura foi feita com diversas dilui 

çoes . 

3.3,9, TESTE DE REVERSÃO EM· PROTOPLASTOS 

Suspensões de protoplastos · obtidos no item 

3 .·3.5.1. foram semeados por 11pour plate 11 em MMKCl (45 - 50ºC) 

sem diluição . As placas foram incubadas a 28°C por 7-8 dias e 

constatou-se a presença de revertentes pelo crescimento de co 



lônias. 

63. 

3.3,10, OBTENÇÃO DE HETEROCÁRIOS 

 

3 . 3 . 1 O . 1. F u sã o d e pro to p l a s to s ( P EB ER DV , 19 7 9 ) 

D_as placas de MMKCl, oriundas de fusão de pro-

toplastos (item 3.3.7.) e contendo pequenas colônias, foram 

recortados blocos de ãgar (contendo estas colônias) que foram 

transferidas para placas contendo MM e MC . Incubou-se 

pl_acas a 28°c por 15-20 dias� 

estas 

3.3.10.2. FreqU�ncia de fusão de protoplastos 

Esta foi determinada como iendo: 

colônias desenvolvendo em MMKCl 
colônias desenvolvendo em MCKCl 

3.3.10.3. Anilise de setores oriundmde colô­

nias obtidas em fusão de protoplas­

tos 

Dos setores obtidos nas placas contendo MC, f� 

ram feitas suspensões em solução sai"ina 0,85%. Estas soluções, 

apos serem diluldas convenientemente, foram semeadas em MC de 

tal modo que se obtivessem colônias isoladas (10 a 15· colônias 
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por placa). Estas placas foram incubadas (28º C) por. 7-8 dias. 

As.colônias isoladas que ai se desen�olveram, foram transferi

•das para placas contendo MC na di.sposição de ·5 x 5 + 1 para

confecção de placas mestras. Destas placas, as colônias foram

transferidas com o auxilio de um replicador.multifio (AZEVEDO 

et al�, 1976) para placas contendo MM mais uma-combinação do� 

requisitos nutricionais exigidos pelos mutantes participantes 

da fusão. Estas.placas fora� incubadas por 48 horas (28°C),p�

rlodo ap6s a qual fez-se a leitura d6s mesmos. 

3.3.10.4. Obtenção de heterocario pela metodo 

logia classjca (ROPER, 1952) 

Conidios das diferentes linhagens (com compl� 

mentação para marcas auxotr5ficas e morfo16gicas) foram colo­

cad6s em tubos de ensaio contendo 2,5 ml de MM llquido suple­

mentado co� 2% e 4% de MC liquido (permite uma germinação inl 

cial dos conidios). Estes tubos foram incubados por 10 dias 

(28ºC) e a pelicula formada na superficie do meio foi transfe 

rida para placas contendo MM s6lido. Ap5s incubação (28°C 

10 -dias) uma extremidade desta -pelicula foi novamente trans­

ferida para placas contendo MM s6lido e novamente J�cub�das 

a 28DC por mais 10 dias, para evitar-se crescimento devido a

resqufcios de MC vindos dos tubos. 
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3.3.10.5. Obtenção de diplÕides 

Tanto os conídios de '.colônias heterocariõti­

cas em MM, provenientes de fusão ·de protopl as tos, quanto os 

de película (metodologia clãssica), foram usados para obten-

ção de suspensões em Tween 80,0,1%(cerca de 107 conídios/ml ) .

Estas soluções foram semeadas em MM sem diluição e com dife­

rentes diluições (10- 5 e 10- 6) e incubadas (28ºC) por 6-7 dias.

As colônias que se desenvolveram nestas placas foram transfe­

ridas novamente para MM (provãveis dfplÕides) e MC (para tes­

tar estabilidade). Incubou-se por 7-8 dias· (28ºC). 

3.3.10.6. Haploidizaçao dos diplÕides 

Todos os provãveis diplÕides, foram inocula­

dos em MC mais quantidades de Cloroneb (AZEVEDO �t ai., 1977) 

para dar concentrações finais de 75, 100 e 150 µg/ml. 

3,4, COLORAÇÃO DE CONÍDIOS 

Conídios com 7-8 dias de crescimento em MM a 

28°c, foram coletados, colocados sobre lamínula em presença de 

albumina 5% e homogeneizados com o auxílio de outra lamínüla. 

Após um período de secagem, os conídios foram fixados por 15 

mi nu to s em s o 1 u ç ão_ de ã 1 coo 1 a b s o 1 u to : ã c i d o a c e t i c o g 1 a c i a 1 .. = i 

cido lãtico . Este procedimento foi seguido de hidratação com 
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soluções de ilcool (95 - 70 - 50%) e âgua destilada por cinco 

minutos em cada fase. A seguir, o material sofreu hidrÕlise ã 

cida em presença de HCl 1N durante 20 minutos a 62° c em ba­

nho-maria e foi lavado com ãgua destilada duas vezes. Logo a-

.POS, o material foi corado com 10 ml de tampão fosfato pH 6,9 

mais 16 gotas de solução de Giemsa, lavado com tampão fosfato 

e .observado ao microscópio Õptico (as lami�ulas foram torna­

das permanentes pela passagem em acetona e xilol um minuto em 

cada fase e colocadas sobre lâmina na presença de Bãlsamo do 

Canadã). O tamanho dos conidios foi determinado com o auxilio 

de uma escala graduada em miçroscõpio Õptico: 

3,4,1. MEDIDA DO TAMANHO DOS CONÍDIOS 

Com o material preparado como no item 3.4., de 

terminou�se a medida de conidios, usando-se para isto, uma o­

cular micrometrica adaptivel ao microscópio Õptico. As medi­

das tomadas foram diâmetros maior e menor dos .conídios. 

3,4,2, DETERMINAÇÃO DO NÚMERO DE NÚCLEOS POR CONÍDIO 

Conidios desenvolvido� em MM e MC por 7-8 dias 

a 280C foram preparados como no item 3.4. , observados ao mi 

croscõpio Õptico e determinada a porcentagem media de núcleos 

por conidio. Foram empregados 400-conidios. 
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3, 5, DETERMINAÇÃO DOS PADRÕES DE ESTERASES EM M .. an.i.ti o y.,liae. 

POR ELETROFORESE EM GEL DE ACRILAMIDA 

O m�todo usado fbi o de SCANDALIOS (1969) mo 

dificado. 

3,5,1, PREPARAÇÃO DAS AMOSTRAS 

O material a ser ensaiado (M. ani.tiopliae.) foi 

crescido em tubos de ensaio coritendo MC llquido (3,0 ml) por 

5 a 7 dias. A pel1cula de mic�l io formada na superf1cie do 

m�io foi triturada em outro frasco ·com o aux1lio de um bastão 

de vidro em presença de 0,5 ml do tampão do gel (9 partes de 

Tris-Citrato pH 8,3 para 1 parte de L,ti�-Borato pH 8,3). Es­

te material foi centrifugado a 4000 rpm por 1Q minutos. O so­

brenadante foi dilu1do (1 :10) com o mesmo tampão e aplicado 

no gel de eletroforese. 

3,5,2, PLACA DE GEL DE ACRILAMIDA 

Foram dissolvidos 5 g de Cyanogum em 90 ml de 

tampão Tris-Citrato pH 8,3 e 10 ml de tampão L1tio-Borato pH 

8,3. Apõs a completa dissolução do Cyanogum, foram adiciona­

dos 0,1 ml de TEMED (Tetramethyl-ethy1enodiamine) e 0,8 ml de 

solução AP (persulfato de amônia). 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 

cujdado de não deixar bolhas de ar. 

Defxou-se pol_imer�zar em t�mperatura ambiente 

por 20 minutos e depois colocou-se em geladeira (4ºC) por, no 
... . . 

m1n1mo, mais 20 minutos. 

Uma vez pol imeri zado o gel, a p� aca de vidro 

de cima foi retirada e canaletas no gel foram feitas, com o 

auxllio de um pente de meta·1 com 12-14 dentes. 

3.5,3, APLICAÇÃO DAS AMOSTRAS1ECÔRRIDA DA ELETROFO­

RESE 

Cada amostra foi embebida num pequeno retângu­

lo de papel de filtro Whatman nQ 3, o qual, depois de ser re­

tirado o excesso com o aux1lio de um papel poroso, foi coloca 

do em um dos canais feitos no gel. 

Apõs a aplicação das amostras a placa foi pos­

ta em uma cuba de eletroforese horizontal. O tampão do eletr� 

do foi o L1tio-Borato pH 8,3 e a corrida· foi feita do pÕlo n� 

gativo para o positivo com uma amperagem de 25 mA - 30 mA / 

/110V - 200V, em geladeira, por um tempo de 4 a 5 horas. 
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3,5,4, REVELAÇÃO DAS ESTERASES E PLASTIFICACÃO DO GEL 

Apõs a corrida, o gel foi colocado em uma cuba 

de plãstico em presença de 100 ml da solução para revelação 

(item 3.2.26.) a 37° c por 40 minutos). 

Este procedimento sendo reali zado, seguiu-se a 

retirada da solução corante, lavagem do gel em ãgua destila­

da e fixação em ãlcool etilico 50%, por no minimo, 10 minutos 

a 40c. 

Para plast)ficar o gel, retirou-se o ãlcool , 

lavou-se em ãgua corrente e a plastificação foi feita em pa­

pel celofane com auxilio de um bastidor de bordado. 

3,6, EXTRAÇÃO E DOSAGEM DE DNA

Uma grande quantidade de conidios foi obtida a 

partir de uma sus�ensao bem concentrada em tween 80 0,1% por 

lavagens sucessivas com ãgua destilada em centrifugação (10 

�inutos - 4000 rpm). Estes conidios foram ressuspendidos em 

10 ml de tween 80 0,1% e divididos em 3 frações a saber: 1,0 

ml para contagem de esporos, 2,0 ml para determinação de peso 

seco e 7,0 ml para extração.de DNA. Esta ultima fração foi ce.!:!_ 

trifugada (10 minutos - 4000 rpm) e o precipitado foi ressus 

pendido em acetona fria. Centrifugo4�se novamente e o precipl_ 

tado ressuspendido em 7,0 ml de éter sulfúrico P.A .. Repetiu-se este proc� 

dimento mais uma vez(centrifugaçã·o e ressuspensao do 11 Pellet11 ) � o pricipl_ 
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tado foi deixado â temperatura ambiente ati nao haver mais odor de �ter.Con 

servou-se em gelo aproximadamente 20 .minutos e o precipitado 

· foi ressuspendido ·em 4,0 ml .de acido perclÕricó 0,5M frio mais

0,1 ml de tween 80 0,1% e deixado a o0c por 20 minutos . Apõs

este tratamento, foi incubado em banho-maria (7o0c - 50 minu­

tos) centrifugado (4000 rpm - 10 minutos) e co�etado o sobre­

nadante. A seguir, ao precipitado restante, adicionou-se mais

3,0 ml de acido perclõrico 0,5M e novamente centrifugou-se ,

guardando·este segundo sobrenadante juntamente com o primeiro.

Este procedimento foi repetido mais uma ye� 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

çao de concentração desconhecida, adicionou-se 4,0 ml de sol� 

çao de difenilamina. Como 11 blank 11 utilizou-se. 2,0 ml da solu­

çao que se extraiu o DNA do fungo e 4 ml de acido acético gl� 

cial mais 0,1 ml de acido sulfurico concentrado . Realizou - se 

a leitura em 550 nm . Antes da leitura, as soluções foram aque­

cidas a 1oooc por 15 minutos. 
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4. RESULTADOS

4.1. SOBREVIVÊNCIA À LUZ ULTRAVIOLETA (u.v.) 

Suspensões de conidios das linhagens selvagens 

E� e· RJ-3 foram irradiadas com diferentes intensidades de luz 
: 2 

ultravioleta (µW/cm2
• 1Õ /s) conforme descrito no item 3.3 .. 

Para as duas linhagens, estimou-se a intensidade de irradia­

ção necessãria para obtenção de 5% de sobrevivência (BARACHO

et al ., 1977). Nas Tabelas 1 e 2 estão os resultados obtidos 

para as duas linhagens selvagens (E 6 , RJ-3). A partir destes 

dados, determinaram-se as curvas de sobrevivência das referi­

das linhagens (Figuras 1 e 2). As intensidades necessãrias p� 

ra conseguir-se 95% de morte a partir de uma suspensão de co­

nidios em E 6 e RJ-3 foram de 97,72 µW/cm2
• 10- 2 /s e 77,27 µW/ 

/cm2
• 10- 2 /s, respectivamente.
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TABELA l - Numero e porcentagem relativa de conldios sobreviventes a luz 

ultravioleta (media de duas repetições) do isolado selvagem E6.

Intensidade de 

irradiação 
. 

2. -2

( µ W / cm . 1 O / s ) 

o 

18 

36 

72 

108 

216 

432 

Numero de sobreviventes 

(x 10
7 ) (x 10

7 )'
( M ) 

0,613 4,501 2,55xl07

7 

0,788 l , 131 0,95xl0 
7 

0,204 0,561 0,38xl0 
7 

O, 100 0,213 0,15xl0 

0,016 0,042 O ,03xl07

0,0001 0,002 O ,90xl04

0,0002 0,000 O, lOxlO 
4

Porcentagem de 

sobreviventes 

l,00x102

7, 70xl0 
1

2,30x10
1

0,95xl0 
1

1 

O, l 8xl O 
-2

5,90xl0 
-2

4,60xl0 
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TABELA 2 - Numero e porcentagem relativa de conidios sobreviventes a luz 

ultravioleta do isolado selvagem RJ-3. 

Intensidade de Numero de sob revi ventes Porcentagem de 

irradiação sobreviventes 

(µW/cm2.l0-
2
/s) ( xlO 

7
) (xl0

7
) ( M ) 

o 4,920 0,930 2,93xl0 
7 l ,00x10

2

18 3,990 0,810 2,40xl O 
7 

8,20xl0 

36 2,380 0,730 
7 

1,56x10 6 ,38x10 

72 0,309 0,050 O, 18xl0 
6 5,82xl0 

o 

108 0,029 0,005 0,15xl0 
6 4 ,44xl0 

-1

. 

216 0,001 0,0005 0,62x10 
4

l ,40xl0
-2

. 2 -4
432 0,0004 0,000 0,95x10 2,00xlO 
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Figura 1 - Curva de sobrevivência do isolado E G de M. an,.ú.,opüae, com luz 

ultravioleta (µW/cm2
• 1Cr2/s).
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4�2, DETERMINAÇÃO DO TEMPO DE ENRIQUECIMENTO POR FILTRAÇÃO

E OBTENÇÃO DE MUTANTES AUXOTRÓFICOS 

Suspensões de cónidios preparados conforme i­

tem 3.3., foram utilizadas para determinaçã? do tempo necessã

rio na obtenção de nümero mãximo de colõnias a�xotr5ficas a

partir das linhagens selvagens e auxotr5ficas obtidas Pº! ir-

radiação com luz ultravioleta (E 6 : 92,72 µW/cm2 
• 10-2 

/s 
2 

RJ3 77,27.�W/cm . 1□- 2 /s}aA Figur� 3·_mostra o esquema para e�

te enriquecimento e posteriõres passos utilizados para carac­

terização. A Tabela 3 mostra a porcentagem relativa no numero 

de colônias _mutantes e selvagens dos isolados EG e RJ-3 para 

os diferentes tempos de agitação 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 nümero de. mutantes para ca 

da marca auxotr5fica e a Tabela 5 mostra os mutantes com as 

marcas auxotr5ficas duplas, bem �orno a simbologia usada para 

caracterizã-los. Deste modo, estabeleceu-se o tempo entre 20 

e 24 horas como o ideal para crescimento .em meio l1quido com 

agitação e obtenção de colônias auxotrõficas. A porcentagem de 

mutantes auxotrÕficos obtidos através desta metodologia variou 

de 2,34% a 6,13%. 



77. 

SUSPENSÃO DE CONIDIOS SELVAGENS 
(EG, RJ-3) 

TRATAMENTO COM AGENTE 
MUTAGÊNICO (LUZ U.V.} 

J 
MM (LÍQUIDO). J . 

FILTRAR 

J 
MM 

J 
-FILTRAR

J 
MM 

J 
FILTRAR 

J 
· CENTRIFUGAR

J 
RESSUSPENDER EM 
SOLUÇA0 SALINA 

{0 )85%) 

J 
MC (SÕLIDO) 

TRATAMENT_0 COM .AGENTE 
MUTAGÊNICO (LUZ u.v.) 

J 
MM 

(MUTANTES PARA COLORAÇÃO) 

MM SÕLIDO SUPLEMENTADO 
� 

MC (SÕLIDO) 

CENTRIFUGAR 

t 
FILTRAR 

i 
MM LIQUIDO SUPLEMENTADO 

t 
FILTRAR 

J 
MM.LIQUIDO SUPLEMENTADO

FILTRAR 

r 
MM LIQUIDO SUPLEMENTADO 

t 
TRATAMENTO COM AGENTE 

-MUTA�ÊNICO (LUZ U.V.)

r 
MM (SOLIDO) -- CARACTERIZAÇÃO --- MUTANTE AUXOTRÕFICO ONICO 

(AUX0N0GRAFIA) 

Figura 3 - Esquema seguido para enriquecimento e obtenção de mutantes mo_c 

folÕgicos e auxotrÕficos. 
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Tabela 3 - Porcentagem relativa no numero de colônias mutantes e selva­

gens dos isolados E 6 e RJ-3 para os diferentes tempos de agit� 

ção apõs filtração (media de duas'repetições). 

-Tempo

{h)

o 

5 

10 

15 

20 

· 25

Selvagem Mutante 

92,97 7,02 

82,26 17,73 

81,53 . 18 ,46 

47,0 53,0 

12,78 87,21 

6, 14 93,85 

RJ-3 

Selvagem Mutante 

62,8 37,2 

57,95 42,05 

58 ,3 41, 7 

73,3 27,7 

· 6 19,. 
93,8 

3,94 96,05 

Tabela 4 - Numero de cada tipo de mutantes obtidos com a tecnica de enri­

quecjmento por filtração. 

Deficiência 

Adenina 

Lisina 

Metionina 

·cisteina

Valina

Piridoxina

Biotina

�cido nicotinice

[5 

02 

13 

01 

01 

01 

01 

01 

r 20 

* Colõnias que apresentam crescimento colonial.

Isolado 

RJ 

02 

02 

02 

01 

01 

01* 

01* 

10 
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Figura 4 - Porcentagem relativa entre colônias aúxotrõficas e prototrófi­

cas por tempo de cultivo em MM do isolado E6. 
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Figura 5 - Porcentagem relativa entre col6�ias auxotr5ficas e prototr6fi­

cas por tempo de cultivo em MM do isolado RJ-3. 
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Tabela 5 - Mutantes obtidos nos isolados E 6 e RJ-3 através de irradiação com 
luz U.V. 

Isolado selvagem Morfologia 
irradiado (conTdio) 

EG y (amarelq) 
(YLO) 

V (violeta) 
(VIN) 

RJ-3 y (amarelo) 
(YLO) 

V (violeta) 

Mutante 
auxotr6fico 

Piridoxina (PIR) 
[ Adenina (ADE) 

[ 
Piridoxina (PIR)

Lisina (LYS) 

Adenina (ADE) 
[ Li sina ( L YS) 

Adenina (ADE) . 
[ Cistefoa(CYS) 

Met ioni na (MET) 
[ Biot i na (BIO)

Adenina (ADE) 
[ Metionina (MEi) 

[ 
Adenina (AD�)
Ciste"ína (CVS) 

Adenina (ADE) 
Lisina (LVS) 

Lisina (LVS) 
[ Ã 'd . t .... 

Cl. o nico lnlCO

[ 
Li si na ( L VS) 
Cisteina (CVS) 

[ 
Lis ina (LVS) 
Metionina (MET) 

Simbologia 
da linhagem 

YP_A_ 

YP_L_ 

YA_L_ 

YA-C 

VM_B_ 

YA_M_ 

YA_C,.. 

VÃ-[ 

(NIC) VL_N_

VL_C_ 

VL_M_ 
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4,3, TESTE DE REVERSÃO 

Os mutantes uti lizados tanto para o b ten ção de 

heterocãrio como para fusão de p rotop las tos, fo ram ensaiados 

quanto ã reversi b i li dade das suas marcas àuxot rõficas e mo r fo 

lÕg icas, para ser v i rem como controles dos tes tes realizados. A 

Tabela 6 most ra a f reqüência d e  reversão es pon�ânea para cada 
mutante. 

Tabela 6 - �reqUência de reve�são espontânea dos mutantes utilizados na 
referida dissertação. 

Isolado 

Manaus* 

Mutantes 

YP_A_ 

YP_L_ 

YA_L_ 

YA_C_ 

VM_B_ 

YA_M_ 

YA-C­

YA_L_ 

VL_N_ 
VL_C_ 

VL_M_ 

Freqüê.ncia de reversao em 
10 7 confdios 

<1 

<1 

<1 

<1 

<1 

<1 

<1 

<1 

<1 

<1 

<1 

<1 

* Obtido e gentilmente cedido por Nuno �hacel, do Laborat6rio de Gen�tica
da Uni versidade de Brasflia.
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4,4, PRODUÇÃO 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 (2 0 a 24  

horas), no qual ocorre uma .produção mãxima de protoplastos h� 

mog�neos. A Tabela 7 demonstra o numero de protoplastos obti­

dos nos diferentes isolados; a Figura 6 compara a produção dos 

mesmos e a Figura 7 mostra estes protoplastos. 

Tabela 7 - N�mero de protoplastos produzidos em dif�rentes temp6s de tra-

Tempo 
· (minutos)

30 

60 

90 

120 

150 

180 

s tamento com o complexo T1 ti co ( x 1 O ) . 

Isolado E6
M 

o, 15 0,25 0,40 0,2_6 3,86 

0,30 0,65 1, 50 0,82 3,65 

0,90 1,95 2,40 1,75 17,25 

l, 50 2,55 2,60 2,22 19,40 

3,00 3, 10 2,25 2,78 23,00 

2,70 3,45 2,05 2,73 20,40 

Isolado RJ-3 

M 

l ,25 1,30 2, 14

12,00 7,84 7,83 

6,60 15,30 13,05 

8,10 16,40 14,63 

7 ,80 21,20 17 ,33 

12,20 27,90 20, 17 
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Figura 7 - Protoplastos produzidos a partir de micélio de M. aru/2opüae 

tratado com complexo lltico, podendo-se observar a presença 

de esferoplastos e hifas. (Aumento de 400X). 
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4,5, ÜBTENCÃO DE HETEROCÁRIOS 

4,5,1, METODOLOGIA CLÁSSICA (ROPER, 1952) 

Metodologia para obtenção de heterocãrios en­

tre mutantes auxotrÕficos e morfolÕgicos complementares E G e 

mutantes do isolado RJ-3, bem como dentro dos mutantes do iso 

lado E6_e RJ-3 foi realizada segundo o item 3.4.10.4., os quais 

constam da Tabela 8. 

As pellcul�s obtidas entre os mutantes do 

me s mo i s o l a d o ( E 6 ) em MM + 4 % M C , q u a n d o· t r a n s f e r i d o s p �-

ra placas contendo somente MM, 

mesmas apresentando coloração 

cresceral}l 

mista dos 

vigorosas com as 

dois parentais 

ou não, isto i, não apresentaram a coloração verde do p�

rental selvagem (Fig. 8). Quando, pedaços de ãgar foram reti­

rados das bordas destas colõnias e novamente transferidos pa­

ra MM, estes.apresentaram-se de forma id�ntica is col5nias he 

terocariõticas anteriores e nao formando setores. 

As pellculas obtidas, por sua vez, entre mutan 

tes dos isolados E 6 e RJ-3, na sua grande maioria, quando tran� 

ferid1.s para MM nao conseguiram se desenvolver em col5nias he­

terocariõticas (Fig. 9), com exceção dos cruzamentos E 6 YA-P + 

+ RJVL_N_, EG YA_P_ + RJVL_C_, E GVM_B_ + RJVL_C_ que jã nestas 

placas (MM), produziram (por uma iin�ca vez) setores vigorosos 

e com caracterlsticas diferentes das linhagens envolvidas nos 

cruzamentos (Fig� 10). Do mesmo modo, os cruzamentos dentro 
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do isolado RJ-3, na grande maioria das vezes, nao produziram 

peliculas de heterocãrio, sendo porem, colônias com as mesmas 

caracteristicas (E 6 + RJ-3) obtidas por uma ünica vez nos cru 

zamentos RJYA_M_ + RJVL_N_ e RJYA_M_ + RJVL-C�.

4.5.1.2.ºObtenção de diplÕides e segregaçao 

Das sus�ensões de conidios (10 7 conidios/ml) , 

obtidas a partir das colônias heterocariõticas provenientes 

dos cruzamentos dentro do isolado EG e plaqueadas em MM (10 6

conidios/ml), somente o cruzamento E 6 VM_B_ � E 6 YA_C_ (por uma 

unica vez) originou conidios capaies de crescer neste meio. 

Estes conidios eram amarelos e uma vez tratados com Cloroneb 

em MC (item 3.2.19) não produziram setores. 

Dos setores vigorosos obtidos nos demais cruza 

mentos, conidios foram semeados tanto em MM como MC. Neste ul 

timo meio as colônias apresentaram-se com crescimento estãvel 

enquanto que, no MM cresciam, mas com a produção de pequenos 

setores. Estes pequenos setores quando novamente transferidos 

para o mesmo meio (MM), comportaram-se da mesma maneira. Coni 

dios das colônias estãveis em MC quando ciescidos em MC com 

Cloroneb, produziram setores que apresentaram o mesmo comp�r­

tamento. 
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Tabela 8 - Cruzamentos realizados para obtenção de heterocariose (PONTE­

CORVO e ROPER, 1952) em· M. a.nMopüae.. 

Isolados 

E6 + RJ-3 

RJ-3 + RJ-3 

Cruzamento 

VM_B_ -Í- YA_P._ .· 

VM-B� + YA:--C­

VM_B_ + YP L 

VM_B_ + YA_L_ 

VM_B_· +. YA_L_ 

VM_B_ + VL_N_ 

VM_B_ +· VL C 

YA_P_ + VL_N_ 

YA-P� + VL -e

YA_P_ + VL_M_ 

YA_C_ + VL_N_ 

YA�C- + \lL_M_

YP L + YA C 

YP_L_ + YA_M_ 

YA_C_ + VL_M_ 

YA_M_ + VL_N_ 

YA_M_ + VL_C_ 
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Figura 8 - Colonias heterocarioticas obtidás nos cruzamentos (metodologia 

clãssica) dentro do isolado E6_ de M. anb,opüae.
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Figura 9 - Pel1cula heterocariõtica resultante do cruzamento entre rnutan 

tes dos isolados EG e RJ-3 e dentro do isolado RJ�3. 



Figura 1 O - Peli cul a heterocari õt i ca apresentando "setores vigorosos" jã
em MM. (Cruzamentos E6 x E6 e E6 x RJ3).

-91 •
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4.5.1.3. Anãlise da variabilidade genética das 

linhagens selvagens, mutantes e seto­

res de M. ani�opliae. 

Esta anãlise foi feita através de eletroforese 

de esterases em gel de poliacrilamida como descrjto no item 3.5. 

As Figuras 11 e 12 mostram a variabilidade apresentada entre 

as linhagens utilizadas., 

4.5.1.4. Tamanho dos conidios e conte�do de 

DNA por conidio das linhagens selva­

gens� mutàntes e setores de M. ani�o­

pliae. 

O tamanho dos conidios foi determinado segundo 

o item 3.4. e conteGdo de DNA por conidio segundo o item 3.6.

A Tabela 9 mostra os resultados obtidos nos dois métodos. 
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5 

6 
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7 8 9 l O 11 l 2

LINHAGEM 

.RJ-3 

RJYA_M_ 

RJVL_C_ 

E5 

E6 vwB­

E5 YA_P_ 

setor proveniente E5 YA_P_ + RJVL_N_ 

setor proveniente E5 VM_B_ + RJVL_C_ 

setor vigoroso proveniente E
6
YA-r-+RJVL_N_ 

setor vigoroso proveniente E
6
YA-r-+RJVL -e-

setor vigoroso proveniente.E
6
VM-B-+RJVL_C_ 

setor. vigoroso proveniente RJYA-W+RJVL-c-

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

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

PADROES 

1 

2 

3 

4 

5 

6 

7 

8 

9 

10 

11 

12 

LINHAGEM 

RJ-3 

RJYA_M_ 

RJVL-C 

E G 

E 6VM
,..

B-

E GYA"P .. 

setor proveniente E 6YA_P_ + RJVL_N_ 

setor proveniente E 6VM_B_ + RJVL_C_ 

setor vigoroso proveniente E 6YA_P_ + RJVL_N_ 

setor vigoroso proveniente E 6YA_P_ + RJVL_C_ 

setor vigoroso proveniente E 6VM_B_ + RJVL_C_ 

setor vigoroso proveniente RJYA_M_ + RJVL_C_ 

* Bandas correspondentes a a-esterases.



95. 

Tabela 9 - Diâmetro de conidios, numero de núcleos por conidio e conteúdo 

de DNA por con1dio das linhagens selvagens e cruzamentos a 
partir dos mutantes obtidos a pa'.rtir das primeiras. 

Linhagem 

E G

RJ 

E 6 YA _P_ // RJVL -e-

E GVM_B_ // RJVL -c-

RJYA_M_ // RJVL_C_ 

E 6YA_P_ // RJVL _N_ 

E G VM_B_ // RJVL -c-

l 

Tamanho dos conidios em u111-· 

Comprimento Comprimento 
maior menor 

17,4 

19,36 

19,82 

19,24 

19,36 

19,43 

19,80 

7,0 

7,36 

9, 11 

8,7 

7,88 

· 9 ,03

9, 18

1 Media de 25 medidas. 

% de 
conidios 

binucleade>s2

2 

4,75 

·o

o 

o 

o 

o 

2 % em 400 conidios contados para cada linhagem. 

Conteúdo de 
DNA (em g) 

por conid10 

0,55.10-13 

0,50. 10- 13

1, 00. 10-ui

13 

1,10.10-

2,90. 10- 13 

3, 76. 10-13

5,50.10- 13 



4,5,2, FUSÃO DE PROTOPLASTOS 

A metodologia utilizada para obtenção de "pro­

dutos d e f u sã o II e n t r e m u ta n te s a u x o t r õ f i c o s e mor f o 1 õ g i c o s c o� 

plementares, dentro do isolado Es 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 ·�eal�izados , 

as freqüências de reversão dos protoplastos de cada linhagem 

utilizada e as freqüências (media) de fusão de cada cruzamen­

to são moitrados na TabeJa 10. 

As suspensões de protoplastos obtidas apos tra 

tamento com PEG (polietileno glicol), item 3.3.7., foram se­

meadas em MMKCl e incubadas por um periodo de 8 dias. As "pe­

quenas" colônias que se desenvolveram neste meio, como "provf 

veis" produtos de fusão, foram transferidas para placas com 

MM ou MC por recorte de um bloco de ãgar. 

- No meio mini mo, estas "pequenas" colônias, a­

pós um periodo de incubação, desenvolveram-s� ou nao em colô-

. nias heterocariõticas (Fig. 14a) apresentandó coloração mista 

entre as linhagens parentais mutantes ou com coloração de so­

mente um dos pais (Fig. 14b). Su�pensões de conidios (10 6 co­

nidios/ml) em tween 80, 0,1%, dessas colônias heterocariõti -

cas, quando transferidas novamente para MM, não apresentaram 

o desenvolvimento de colônias prototrÕficas.

No meio completo, estas 1

1 pequenas 11 colônias, � 

pós um perTodo de incubação, apr�sentaram setores com caracte 
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ri"sticas de um ou de ambos os pais do cruzamento (.Figuras 15 

e 16). Destes setores, suspensões de conidios foram feitas em 

tween 80 0,1%, �ue apõs diluições apropria�as, foram semea­

das em MC para obtenção de colônias isoladas. Apõs este proc� 

dimento ser realizado, procedeu-sei auxonografia dos setores, 

pela técnica de placa mestra e conseqüente se�eadura em meios 

diferenciais (Fig. 17). O resultado obtido para cada cruzamen 

to, encontra�se relacionado na Tabela 11. 

Na auxonografia, obtiveram-se colônias que a­

presentaram coloração verde e cresciam .e� MM (Fig. 17). Quando 

suspensões de confdios destas colônias foram novamente semea­

das em MM e MC,obtiveram-se colônias que apresentaram as ca­

ract_erísti cas de ambos os pais separadamente, e que nao cres­

ceram em MM evidenciando-se1deste modo sua natureza heteroca­

riõtica. 



MICtUO 
(ISOLADO I - YA_B_) 

TRATAMENTO COM 
ENZIMAS LITICAS 

j 

MICtLIO 
(ISOLADO II - VC_D_) 

J 
TRATAMENTO COM 

ENZIMAS LÍTICAS 

J 
PROTOPLASTOS >�-----

i
-r-------<PROTOPLASTOS 

MISTURA DE PROTOPLASTOS 
(AO MENOS 1x10 6 DE 
CADA ISOLADO) 

.� 
TRATAMENTO COM PEG 

LAVAGEM E SEMEADURA EM MEIO 
HIPERTÔNICO· 

REVERSA
] 

EM MMKCl

�

VERS
Al 

EM MCKCl 

· MM MC (segregantes) 

J l 
MM ANALISE AUXONOGRÃFICA 

Figura 13 - Esquema da metodologia utiliz�da para fusão de protoplastos 
em M. anlóopü.a.e.. 
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Tabela 10 - FreqUências de reversão dos protoplastos utilizados para fu­

são, cruzamentos realizados e freqüência de fusão para cada 

cruzamento. 

Frequência de Freqüência 
Linhagens reversao Cruzamento de fusão 

(10 7 protoplastos) 

EGVM_B_ <1 EGVM_B_ X EGYA_L_ 20,2 . 10- 5 

EGYA_L_ <1 EbVM_B_ X EG YA-C O ,83 10-�

E6YA-C <1 E 6 VM_B_ x E6YP L 44, 1 . 10-s

EGYP_L_ <1 E 6VM_B_ X E GYA p 2 ,6 . 10-s

E 6YA_P_ <1 E6VM_B_ x RJVA_L_ 34, 16 . 10-s

RJVL_N_ <1 E 6YA_C_ x RJVL -N- 0,88 . 10-s

RJYA-L - <1 E 6YP_L_ x MYM_A_ 33,63 . 10-s

MYA_M_ <1 
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Figur� 14a,b - Desenvolvimento de col6nias heterocari6ticas em MM prove­

nientes da fusão de protoplastos entre isolados-de M. an,i,­

�opL[ae (cruzamentos: E 6 x E 6 , E6 x RJ-3). 
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15. 

16. 

Figuras 15 e 16 - Desenvolvimento de colônias oriundas de fusão de proto­

plastos em MC entre isolados de M. an)/2opliae.. 

(cruzamentos: E 
6 

x E
6 

, E
6 

x RJ-3). 



Figura 17 - Placa mestra utilizada para repique em meios de cultura dife­

renc1a1s, mostrando colônias obtidas de setores em MC.(Disposj_ 
ção 5 X 5 + 1). 

\02. 
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Figura 18 - Colônias de M. anÁ.J.iopLúle provenientes de fusão de protoplas­

tos e mostrando o desenvolvimento de coloração verde entre as 

mesmas (Fusão: E G x E G ). 
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Tabela 11 - Segregantes obtidos nas diferentes fusões de pratoplastos em

M. anÁ./2 o p.Uae.

Cruzamento -N�mero de·setores Recombinantes (N9) 
analisados 

E GVM_B_ x EGYA_L_ 61 y ,A 
-

( 1 ) 
L- ( 1)
A_L_B_ ( 1 ) 

V M- (2) 
A- ( 1)
B ( 1) 
A_L_B_ ( 1 ) 

E6VM_B_ X E GYA_C_ 51 Y A_C_B_ ( 1) 

V/Y M 
-

( 14) 
M-B- (7) 

VERDE M-B- ( 1) 

E 6VM_B_ x E6YP_L_ 45 y p (4) 
M- (2)
B- (2)
L (5) 
B-L- (5) 
B_L_P_ (13) 
M_L_P_ ( 1) 

V M- ( 1 } 
B- ( 1)

H* M- ( 1)
B- (5)

E GVM_B_ x EGYA_P_ 20 y Á- ( 1)
A_P_B_ ( 1 )
A_P_M_ ( 3)

V B- (2)
V/Y M- ( 1)

EsYA_C_ x RJVLN- 28 Y A_C_L_ ( 1 )
V L- ( 1)

-

( 1 )N 
E GYP_L_ x MYA_M_ ;! 30 y-p- ( 1 }

P_L_A_ (2)

* Coloração heterocariõtica.



5. DISCUSSÃO

5.1, INDUÇÃO DE MUTAÇÃO COM LUZ UV .E OBTENÇÃO DE MUTANTES 

AUXOTRÓFICOS 

1 05. 

O estabelecimento de curvas -de sobrevivência 

para as duas linhagens (E& e RJ-3) frente ã luz ultravioleta 

mostrou haver diferenças das mesmas quanto ã sensibilidade para 
. o 

o comprimento de onda utilizado (2573 A) sendo que, a linhagem 

RJ-3 ê mais sens1vel que a linhagem EG (Figuras 1 e 2, Tabelas 1 

e 2). Do mesmo modo, esta mesma caracterlstica foi observada em 

outras linhagens (VALE et al., 1980) e tanto naqueles casos co­

mo no presente, parece existir uma alta variabilidade. Assim, o 

cariter que ê importante para o controle biolÕgico (resistência 

i luz solar) pode vir a ser melhorado não apenas por mutação p� 

ra resistência, como também por recombinação através do ciclo 

parassexual recentemente determinado (MESSIAS e AZEVEDO, 1980). 
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Estas curvas de sobrevivência com luz ultravio 

leta, ao contrãrio do que normalmente se faz (SANTOS, 1978; ME� 

SIAS e AZEVEDO, 1980) com o fungo M. ani�opliae, foi determina 

da com o auxilio de um espectrômetro para. luz ultravioleta (Ul­

tra Violet Products, Inc., CA., USA), fazendo com que para cada 

ponto de irradiação a medida fosse tomada em µW/cm 2 /s. Este proc� 

dimento, faz com que para a mesma linhagem ou mesmo para linha­

gens semelhantes nao haja necessidade de ser construida uma no­

va curva de sobrevivência sempre que se for trabalhar com uma 

lâmpada ultravioleta nova; desde que se tenha uma curva padronf 

zada. O presente trabalho alem de abrir essas perspectivas, ao 

mesmo tempo possibilita também estudos para obtenção de mutan­

tes com resistência aumentada para a luz ultravioleta (AZEVEDO 

e:t al . , 1 9 8 1 ) ; ta i s m u ta n te s sã o d e g r a n d e v a l i a em c o n t r o l e b i o 

lÕgico por sua maior resistência a radiações que chegam ao solo 

durante ou apos a aplicação dos co�idios no campo. 

O estabelecimento de técnica de enriquecimento 

que consiste em suspender conidios do tipo selvagem, tratados 

c·om ·agente mutagênico, em MM l fqui do , remover os prototrõficos 

por filtração repetida em gaze esterilizada e posterior semeadu 

ra dos conidios restantes em MC (FRIES, 1947); permitiu que hou 

vesse um aumento no numero de mutantes auxotrÕficos obtidos de 

0,01% (MESSIAS, 1980) para 2,34% a 6,°13% ou seja, um aumento mãxf 

mo de 613 vezes. Assim, grande nümero desses mutantes foram o� 

tidos (Tabela 4), havendo predominância de mutantes deficientes na 

sintese de aminoãcidos e ãcidos nucléicos sobre os deficientes na 
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s1ntese de vitaminas. Este fato, indica que este ultimo grupo de 

mutantes e contra-selecionado pela fi)tração devido i facilida-

.de com que cresce em quantid.ades minimas de vitaminas liberadas, 

ou pelos prototrõficos em crescimento, ou resultantes da lise de 

e e l u l a s mo r ta s d u r a n t e o p e r i o d o d e e r e s c i m E; n to ( S T R A U S S , 19 58 ) . 

Esta metodologia, permite que, duplos auxotrÕficos sejam obti­

dos com facilidade, o que torna estudos de anãlise genética mais 

seguros devido ao numero de marcas envolvidas com conseqüente di­

minuição da freqüência de reversão. 

5.2, CICLO PARASSEXUAL 

5,2,1, ANÁLISE CLÁSSICA 

Os heterocãrios produzidos através da metodologia 

c 1 ã s s i c a e n t r e to d o s o s m u ta n te s a u x o t r õ f i c o s d a l i n h a g e m E 6 mo� 

traram complementação com conseqüente formação de peliculas, d! 

monstrando que as marcas utilizadas são recessivas. Por sua vez, 

na maioria das vezes,nao hbuve formação de pellculas heteroca -

riõticas entre os mutantes auxotrÕficos das linhagens EG e RJ-3. 

No primeiro caso, as peliculas de heterocãrio apresentaram conf 

dios com coloração predominantemente igual a um dos parentais, de 

amb�s ou com uma coloração intermediãria entre estas. :ComQ. a 

maioria dos conidios de M. anif.iop.tia.e..e uninucleada (VEEN, 1967; 
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TINLINE, 1971; MESSIAS et al., 1978), MESSIAS e AZEVEDO (1980), 

estudando a formação de heterocãrios :com coloração verde apôs o 

. cruzamento de mut�ntes morfolõgicos (violetas e amarelos) na li 

nhagem E9, concluiram ser este carãter não autônomo. Porem, a 

partir dos dados acima expostos, pode-se considerar que, ao me­

nos nestas linhagens (Es e RJ-3), o carãter para coloração se 

expressa de maneira autônoma como em A-0pe4glllu-0 ólavu-0 (PAPA, 

1973) e A-0pe4glllu-0 pa4a-0ltlQu-0 (PAPA, 1978). Nestas linhagens, 

isto pode -ser devido a produtos gênic9s não difusiveis que se 

expressam somente por ocasião da maturaç�o_dos conidios e de ma 

neira dependente do genõtipo presente nos mesmos. Por outro la­

dó, colônias. oriundas de fusão de �rotoplastos (setores advin­

dos de MC), mostraram neste caso ser este carãter do tipo não autÔ· 

nomo (Fig.18 ). Desse modo, o processo de extração da parede ce­

lular com conseqüente regeneração poderia indicar· que o fenôm� 

no tem sua regulação e expressão g�nica dependente da integrid! 

de da parede. 

·A grande dificuldade de obtenção de peliculas de

heterocãr·io entre as linhagens EG e RJ-3, pode ser explicada por 

um alto grau de divergência entre as mesmas, divergência esta, 

que pode ser refletida no padrão eletroforetico de esterases (Fi­

guras 11 e 12 ) , diferença no numero de protoplastos frente a 

um mesmo complexo litico (Fig. 6), tamanho de conidio (Tab. 9 )

e crescimento em meios diferenciais (LUNA e AZEVEDO, comunica­

ção pesso�)- Por outro lado, a formação de raras peliculas hete 

rocariõticas com produção de setores vigorosos jã 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 fusão de hifas pode ocorrer em 

freqüências muito baixas, levando� formação de dipl6ides e 

hiperhaplÕides instáveis em MM, porem, estáveis em MC. Este 

alto grau de poliploidia é constatado através de medidas do 

c o n t e u d o d e D NA p o r c o n i d i o ( Ta b . 9 ) , p a d rã o d e .b a n d a s d e i -

sozimas (Figs.11 e 12) e poderá vir a ser confirmado nos es­

tudos envolvendo diminuição na freqüência de obtenção de mu­

tantes nestas linhagens, quando comparadas com as linhagens P! 

rentais. Por outro lado; o padrão eletroforetico de isozimas, 

demonstrou esta variabilidade genética atra·ves do aparecimen­

to de novas .comtbinações gênicas nos setores analisados e 

presença de loci responsáveis por padrões com diferentes posi 

ções de migração. Esses resultados .indicam a provável diploi­

dia ou hiperhaploidia das colônias obtidas, tornando-se esta, 

uma metodologia de valor comprovado para estudos onde heredi-

tariedade p�ecis� ser demonstrada. Entretanto, mais estudos 

são necessãrios para identificar os componentes genômicos en-­

volvidos na formação desses hibridos (ANN( e PEBERDY, 1981) 

Por outro lado, o presente trabalho confirmou os achados de 

MESSIAS e AZEVEDO (1980), verificando-se a inexistência de co 

nídios binucleados entre as 1 inhagens obtidas (dipl6ides e hi 

perhaplÕides) e presença de baixa freqüência de conidios binu 

cleados entre os haplÕides parenta.is (EG: 2%; RJ-3: 4,75 % ) 

(Tab. 9 ). 
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5,2,2, PRODUÇÃO E FUSÃO DE PROTOPLASTOS 

· Produção de protoplastos tem sido obtida com o

uso de estabilizadores osm6ticos que vafiam para cada tipo de 

microrganismo (A. c.h11.y1.>ogenum: NaCl 0,7M; P. c.hh.y.Mgenu.m: NaCl 

0,7M; A1.>pe11.gillu.ó sp.: KCl 0,6M; V. volvac.ea: MgS04 0,6M; S. 

c.e11.evi1.>iae: Sorbitol 1,2M); estes estabilizadoYes, juntamente 

com um grande numero de enzimas liticas (celulases, quitina -

se s , f3- D_ -g l u cana s e , h e l i c a se , e n z i ma l i t i c a L 1 , novo z i ma , � D­

g l u curo n idas e) utilizadas isoladamente ou em diferentes comb! 

nações permitem produção mãxima de protoplastos no menor tem­

·Pº possivel (HAMLYN e.t a.t., 1981) .. Deste modo, protoplastos das

l i n h a g e n s E 6 e R J -3 f o r a m o b t i d o s c o·m o u s o d e K C l O , 7 M em ta�

pão fosfato 0,2M (pH 5,8) como estabiltzador (AZEVEDO, comunf 

cação pessoal) e um complexo de enzimas liticas constitui do 

das enzimas Novozima e Celulase CP (HAMLYN e,t a.t., 1981). A­

pos a determinação do tempo ideal para produção de protoplas­

tos (Fig. 6 )., evidenciou-se grande diferença no numero de pr� 

toplastos produzidos entre as duas linhagens, com grande pre­

dominio de RJ-3 sobre E 6 • Esta diferença provavelmente deve 

ser devida ãs diferentes constituições das pa-redes celulares das 

duas linhagens, o que e passivel de confirmação através de es 

tudos correspondentes das mesmas. De qualquer forma, assim co-

mo essas linhagens são distintas em vãrias caracteristicas, a!

gumas delas jã citadas anteriormente, também os dados de prod�

ção de protoplastos confirmam as grandes diferenças existentes entre
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as mesmas. 

Os protoplastos acima obtidos foram usados pa-

ra fusões, as quais ocorreram com um alto fndice e com fre-

qüência variável nos diferentes cruzamentos (Tab. 10 ). Esta 

variação provavelmente foi devida ãs pequenas diferenças nas 

c o n d i ç õ e s d e t r a b a l h o em c a d a ex per i me n to r e a, l i z a d o • Deste mo -

do, observou-se que no MMKCl, protoplastos advindos da mistu­

ra de fusão originaram colônias muito pequenas e que, ao se­

rem transferidas para MM e MC, des��volveram-se ou não em co­

lônias heterocariõticas com coloração de um ou de ambos os 

pais no primeiro caso (MM, Figs.1.4a el4b ) e em colônias instã 

veis com produção de setores no �egundo caso (MC, Figs. 15 e 

16). Das colônias heterocariõticas formadas em MM, suspensões 

de conldios foram feitas (10 7 conidios)ml) e novamente semea­

das em MM, por�m, não originaram colônias (�iplÕides) que pu­

dessem crescer no referido meio. Por outro lado, ao realizar­

-se a anãlise gen�tica em meios diferenciais dos setores o­

riundos de MC, observou-se que estes podiam ser do tipo pare� 

tal ou ·recombinantes (Tab. 11 ) • Estes dados podem levar as se 

guintes hipõteses: 

• as pequenas colônias que cresceram em MMKCl, poderiam ter

se originado devido ã lise de protoplastos na solução de fu

são com conseqüente liberação de nutrientes em quantidades

suficientes para um pequeno crescimento.



• ocorre fusão de protoplastos entre as duas linhagens, po-

rem, como cada protoplasto pode ter desde zero ate vãrios 

núcleos, hã possibilidade de se formar um heterocãrio com 

• 

razão nuclear não balanceada (mais núcleos de um tipo do que 

outro) levando ou não ao crescimento da colônia • 

ocorre fusão entre protoplastos com conseqüente.fusão nu- 

clear e recombinação, porem, este estado não e estãvel, fa­

zendo com que ocorra segregação cromossômica e nuclear jã a 

nivel de hifa. 

11 2 . 

A primeira hip5tese ê improvãveli uma vez que as colô -

nias que se originaram em MMKCl podem continuar� crescer em MM. Assim, 

ocorrendo fusão nuclear, recombinação ou não de cromossomos e 

segregação cromossômica e nuclear, uma diferença na razão de 

núcleos poderia levar a um pequeno crescimento em MMKCl. Re­

sultados semelhantes foram observados em Cephalo�ponium aene­

monium (BALl e HAMLYN, 19a2), onde os autores ap5s fusão de 

protoplastos não obtiveram evidências para a formação de di-

·pl5ides estãveis; porem, recombinantes presumivelmente hapl5!

des, foram recuperados em uma variedade de meios seletivos de

regeneração. A mesma observação foi feita em A-0pengillu-0 ni­

gen por BONATELLI e AZEVEDO (comunicação pessoal) ao obterem 

recombinantes sem a formação de diplÕides. Este fenômeno que 

parece ter freqü�ncia generalizada, foi designado de paramei� 

se por BONATELLI et al. (1983). 
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5.2,3, ANÁLISE GENÉTICA DOS CRUZAMENTOS REALIZADOS 

D.o s d a d o s o b t i d o s ( T a b • 1 1 ) . f o i p o s s i v e 1 e v i -

denciar-se a ocorr�ncia de tr�nsfer�ncfa gênica atrav�s da 

presença _de recombinantes com mais marcadores genfticos que 
. 

. 

os existentes nas duas linhagens parentais (�ruzamentos: 

E G VM_B_ X E G YA_L_; E G VM_B_ X E G YP-L -). Este fato e de grande

importãncia pois, em programas de melhoramento gen�tico, tran! 

ferência pode ser feita com marcadores de reconhecido 

em controle biolÕgico. 

valor 

O numero e tipo de recombinantes obtidos nos 

- cruzamentos entre os mutantes da -1 inhagem E 6 , indica que re­

combinação mitõtica ocorre com freqíl�ncia relativamente alta

guir entre os segregantes se houve haploidização., sõ permuta 

mitõtica ou permuta mitõtica mais haploidização. Por outro la 

do, no c�uzamento E G VM_B_ x E G YA_L_ a grande maioria dos seta 

res analisados mostraram ser do tipo parental indicando que 

M. anibopliae deve ter um pequeno numero de grupos de ligação

o que aliãs jã havia sido mencionado por MESSIAS e AZEVEDO(l980). Este

fato, deve ser melhor analisado em estudos futuros com cruza­

mentos deste mutante (E 6 YA_L_) com outros que venham a ser ob 

tidos pois, como o mesmo foi selecionado ap6s irradiação com 

luz ultravioleta� possfvel que algum tipo de alteração estru 

tural existente no mesmo (translocação ou inversão) exerça u­

ma contra-seleçio para os recombinantes, resultando assim nu-
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ma maior proporçao de marcas parentais. Dos cruzamentos 

� 6 VM_B_ x E 6 YP_L_ e E 6 VM_B_ x E 6 YA_f_ � posslvel inferir - se 

que provavelmente as marcas�- � f- estão l·igadas (14 do to­

tal de recombinantes apresentam estas marcas) e que as marcas 

Y e P� também estão ligadas (18 no .primeiro cruzamento e 4 no 

segundo, respectivamente). Nos cruzamentos e�volvendo as li-

nhagens RJ-3, e M com E&, como era de se esperar, ocorreram 

poücos reiombinantes indicando que a recombinação de cromosso 

mos e permuta mitõtica é dificultad? provavelmente por dife­

rentes rearranjos cromoss6micos existentes nas linhagens RJ-3 

e M que aumentam a inviabilidade. Este fato pode ser constat�. 

do através.do fato que, no cruzamento E & YA_C_ x RJVL_N_, dos 

28 setores analisados apenas 3 são recombinantes; no cruzamen 

to EsYP L x MYA_M_ dos 30 setores analisados apenas 3 são·re 

.combinantes� dando um total de cerca de 12%, enquanto que nos 

cruzamentos envolvendo os mutantes da linhagem E 6 , de 177 se­

tores analisados, 86 são recombinantes (cerca de 48%) ou qua­

tro vezes maior do que os outros cruzamentos. 
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6, CONCLUSOES 

Dos resultados obtidos no_ presente trabalho po­

dem ser formulad�s as seguintes conclusões: 

1. A padronização da curva de sobréyiv�ncia ã luz ultraviole­

ta com o auxilio de um éspectr6metro, pode auxiliar em fu­

turos estudos para obtenção de mutantés resistentes a este

comprimento de onda.

2. A técnica de enriquecimento para obtenção de mutantes auxo

tróficos por filtração, permi_tiu um aumento mãximo de 61,3

vezes no numero de mutantes deficientes na sintese de ami­

noãcidos; por outro lado, observa-se apenas raros mutantes

deficientes para a sintese de vitaminas.

3. Obtiveram-se peliculas heterocariõticas, sem a formação de

diplÕides, entre mutantes morfológicos e nutricionais den-
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tro da mesma linhagem. C om raras exceções, estas pel1culas 

nao foram formadas entre mutante� morfológicos e nutricio­

nais de linha�ens distiptas .. 

4. As raras pel1culas heterocariõticas entre diferentes li-

nhagens produziram setores vigorosos ao serem transportadas para MM,

e que mostraram ser instãveis em MM e estãveis em MC,apõs posteriores 

passagens para estes meios. Estes foram confirmados como diplÕides ou 

hiperhaplõides quando analisados através de eletroforese para padrões

de isozimas e medida� do conte�do de DNA por con1dio.

5. Confirmou-se a inexist�ncia de conldios binucleados nestes

diplÕides e hiperhaplÕides e ixistência de confdios binu­

cleados (em baixa freqüência) nos haplÕides parentais.

6. Eletroforese para padrões de isozimas, constitui-se um bom

método para determinação de variabilidade entre linhagens

hapl&ides e diplÕides.

7. A obtenção de protoplastos em grande numero nas linhagens

usadas, através de complexo lltico, .torna esta metodologia

viãvel para experimentos com fusão de p rotoplastos.

8� A fusão de protoplastos, dentro e entre linhagens, ocorre 

com uma alta freqüência, o que permite aplicã-la para me -

lhoramento genético desta espécie para posterior uso em 

controle biológico. 
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9. Atrav�s da  fusão de protoplastos, ocorre fus ão.nuclear,com

segregação e recombinação mit6tifa, o que torna esta meto-

dologia uma eficiente alternativa do ciclo parasse>;ual para 

estudos geh�ticos e melhoramento.
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