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RESUMO 

O presente traba1ho teve o obJetivo de aprofundar os 

estudos de genética e melhoramento dos fungos Metarhiz.ium 

nisopliae e Trichoderma pseudokoningii e simultaneamente 

õ.valiar diversos métodos .:>reservac:ao das linhagens 

utilizadas, de modo a possibili�ctr a continuidade destas 

pesquisas. 

Utilizando linhagens parentais com marcadores 

morfológicos e auxotróficos complementares, diversos tipos de 

heterocários (normal. d�· !'(>nta de hifa, sobre papel de filtro 

e entre parentais irr=,,diados com luz UV) foram obtidos e 

investigados com relac:io a formac:ão de recombinantes A 

frequência de recombinantes, avaliada por semeadur-a em meios 

seletivos e pelo método de enriquecimento 

variou de 1.10-S a 1 10-4 para tt.anisgpliae e

por filti-ac:ão, 

de 4,9 10-6 a



xxiv 

2,s.10-5 para I.eseudakaningii. Embora a parameiose tenha 

sido considerada 

surgimento destes 

como o princ ipa 1 mecanismo envolvido no 

recombinantes, discute-se também sobre a 

possibilidade de ocorrência de um outro processo parassexua1 

de recombinação em fungos, aqui denominado de transformação 

intra-heterocariótica. 

Um recombinante parameiótico híbrido de E6/E9, reisolado 

de 1ar-vas de Chalcodermus bimaculatus infectadas, apresentou 

boa virulência em 1argartas de Diatraea saccharalis. 

evidenciando o potencial deste tipo de metodologia para 

obtenção de linhagens melhoradas. 

O método de preservação em agua ( CASTELLANI) foi o qi.le 

possibilitou melhores resultados na manutenção das L.nhagens 

quando comp�rado com outros métodos facilmente acessívc.:.s aos 

laboratórios <tubo inclinado, tubo inclinado com óleo mineral, 

solo, sí1 ica gel) Cu 1 t uras foram recuperadas após 5 anos de 

preservação, embora com ocorrência de instabilidade genética, 

como reversão de marcas morfológicas e auxotróficas em certas 

linhagens. 
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SUMMARY 

This research was carried out aiming to stud::i the genetics 

and breeding of the filamentous fungi M1t1cbizium ani1oplia1 and

Triçbod1rm1 e1eudokonin;ii and to evaluate their preservation and 

viabilit� through different methods. 

Parental strains carr::iing contrascting rnorphological and 

auxotrophic markers were used to produce heterokar�ons from 

several dist inct processes to investigate the presence of 

recombinants among their conidia. The recombinant frequenc� was 

eva1uated b� plating conidia derived from these heterokar�ons in 

selective media and b� filtrat1on enrichment technique. These 

frequencies varied from 1 .10-5 to 1.10-4 for tl.anisopliae and 

from 4,9 10-6 to 2,s.10-5 for I.pseudokonin9ii. Although

parameiosis was considered the leading mechanism to generate 
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recombinants, was also discussed the poss1bilit� of other 

parasexua1 process be involved as 1ntra-heterokar�otic 

transformation. 

A parameiotic h�br1d recombinant E6/E9, re-1solated from 

infected 

virulence 

potencial 

larvae of Chalcodermus bimaculatus, showed good 

against larvae of Diatraea sacchacalis, indicating the 

of this breeding strateg� to produce 1mproved strains 

for biolog1ca1 contro1 utilization 

The 

t echn 1 que 

stra1n 

showed 

preservation method known as CASTELLANI 

to be the best one when compareci with other 

methods tested, such as slopes, slopes p}us mineral oil, soi1 ar.d 

sílica gel Viable cultures were rescued after been 

stored in water through the CASTELLANI method. However, 

5 �ears 

genetic 

1nstabilit� was detected in some strd1ns 1ncluding revers1on of 

morphological and auxotrophic markers. 



1 .  INTRODUC2SO 

Dentre o Reino Fungi, Subdivisão Deuterom�cotina, existe 

um elevado numero de espécies, principalmente as que produzem 

t:!Sporos assexuais na forma de conídios, que apresentam grande 

variabilidade g�nética. Apesar de não se poder descartar 

totalmente a hipótese da reprodução sexuada estar ocorrendo em 

situações ainda não detectadas, tem sido admitido que esta 

alta variabilidade genética se deve a processos parassexuais. 

Recentemente, lP-11 novo mecanismo parassexual de 

amplificação da variabilidade genética em fungos imperfeitos, 

denominado parameiose, vem sendo observado. 

parece gerar recombinantes mitóticos em altas 

Este fenômeno 

frequências, 

guardando portanto semelhanças com o processo meiótico. Por 

ser um possível mecanismo natural de recombinação genética a 

P aramei ase tem se mostrado promissora tanto para estudos 

fundamentais como no melhoramento genético de espécies 

imperfeitas com interesse biotecnológico. 

j_ 



Os fungos Metarhizium anisopliae e Trichoderma 

e11udokonin;ii são importantes agentes utilizados no 

biocontro1e de pragas e doenç:as de plantas, respectivamente, 

bem como para produç:ão de exoen:zimas, principalmente 

ce1u1ases. Ambas 

o que dificulta 

espécies não apresentam reproduç:ão sexuada, 

oarameiose foi 

estudos de genética e melhoramento 

constatada também nt?stes organisl71os, 

A 

porem 

dúvidas ainda existem principalmente com relaç:ão à frequência 

e aos mecanismos envolvidos no surgimento dos recombinantes. 

Por outro lado, para que os estudos de genética e 

destas espécies tenham sucesso, é muito melhoramento 

importante 

selvagens, 

que se faç:a uma boa pre5ervaç:ão das linhagens 

mutantes e recombinantes, única maneira de 

possibilitar a continuidade destas pesquisas. 

Tendo em vista o exposto.o p}esente trabalho teve o 

objetivo de aprofundar os estudos de parassexualidade em tL. 

anisopliae e T.escudokoningii, para tanto pretendeu-se:

Desenvolver novos métodos de obtenç:ão 

heterocários e de seleç:ão dos recombinantes 

de 

que 

possibilitem uma melhor estimativa da sua frequência de 

ocorrência; 

Obter maiores informaç:Ões dos mecanismos envolvidos 

no surgimento desses recombinantes; 
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Realizar análises genéticas para determinar os 

grupos de ligação e mapeamento dos genes; 

Preservar e avaliar a viabilidade e estabilidade 

genética de linhagens selvagens, mutantes e 

recombinantes em vários métodos de preserva�ão. 
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2. REVIS�O DA LITERATURA

2.1. Os fungos .tL.. anisopliae e I- pseudokoningii 

as espécies pertencem a subdivisão Ambas 

Deuterom!;fcotina, ordem Moniliales, família Moniliaceae, ou 

seja, são fungos que produzem conídios com abundância a partir 

de conidióforos que se originam diretamente das hifas 

hialinas. 

anisopliae apresenta-se geralmente com conídos 

uninucleados <TINLINE, 1971), com pequena proporç:ao de binu

e 1 eados ( HESS IAS & AZEVEDO 19B0) ou mesmo mu lt inuc 1 eados em 

algumas linhagens <LUNA, 1985). Durante a germinaç:ão os nu

cleos se dividem e um migra para o tubo germinativo enquanto o 

outro permanece no conídio (VEEN, 1968: ZACHARUK, 1970); em 

conidios mu1tinuc1eados, ocorrem mitoses sucessivas a partir 

de um núcleo, antes de migrarem para os tubos germinativos, 

sendo que, nestes casos, também pode ocorrer conídios septados 

com emissão de dois tubos (LUNA, 1985). As hifas são frequen

temente uninucleadas em seus segmentos hifais, podendo ocorrer 

também dois ou mais núcleos, ou mesmos segmentos multinuc1ea-
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dos em pontas de hifas <LUNA, 1985). A ocorrência de anastomo

ses entre hifas bem como entre conídios parecer ser comum, o 

que facilita a obtenç:ão de heterocários <TINLINE & NOVIELLO, 

1971; MESSIAS, 1979). 

A temperatura ótima de crescimento para .tL anispp1iag 

está entre 25Q a 302C <VILACORTA, 1978>. A espécie é tolerante 

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

condiç:ão para crescimento e esporulaç:ão <VEEN, 1968). Com 

relaç:ão a fonte nutritiva é um microrganismo pouco exigente, 

desenvolvendo-se em diversos meibs de cultura, utilizando como 

fonte de carbono o amido, glicose, glicerina, levulose, 

maltose, sacarose e quitina (HUBER, 1958) e também apresenta 

um ótimo desenvolvimento em meio mínimo e completo para 

Aspersillys nidulans (MESSIAS, 1979). 

Dentre os diversos agentes entomoratogêncicos, o fungo 

t1.ani50p11ae assume um importante papel <BURGES, 1981>. No 

Brasil, esta espécie vem sendo bastante utilizada no controle 

biológico de inse.>tos vulgarme.>nte conhe.>cidos como cigarrinhas, 

<ordem Homoptera, Cercopidae> de.>stacando-se a tta,hanarya 

po5t icat I praga da cana-de.>-aç:úcar < GUAGLIUMI e.>t a 1 . , 1974: 

AQUINO et al., 1975> e Deois flayopicata e Zu1ia entreriana

praga de pastagens <VEIGA, 1979). Também te.>m sido verificado a 

sua patogenicidade em outros importantes insetos pragas como a 

Diatruu. saccharalis, broca-de.>-cana <ALVES et al., 1984) ao 

Chalcodermus aneus <= .e.. bimaculatus>, "manhoso" <LORD, 1986; 

,--
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BAGALHI, 1987), ao H�pothenemys hampei, broca-de-café (LECUONA 

et al., 1986>, a Ceratitis capitata <GARCIA et al., 1984> e 

outros <ALVES, 1986), bem como em insetos de interesse médico 

como o Rhodniys prolixus barbeiTos transmissores da doenc:a-

de-Chagas < SILVA E MESSIAS, 1986). 

Além do interesse no controle de pragas, o fungo 11.._ 

ani10plia1 também vem despertando interesse com relac;:ão a 

produc;:ão de substâncias farmacológicas como antibióticos e 

imunomoduladores <ITO-KAGAWA et al., 1984; HINO et al., 1985; 

KINO et al., 1985). 

I- pseudokoningii é um fungo que apresenta micélio 

translúcido e esparso, com pouco crescimento aéreo, composto 

de hifas ramificadas, septadas, p arede lisa e sem cor. Os 

conidióforos sao em tufos tornando-se pulveru1�nto-s na 

maturidade. Os primeiros conidiófor os formam zonac;:ão, os �uais 

tornam-se indistintos posteriormente. Os conídios são 

produzidos isoladamente e sucessivamente, na extremidade de 

cada fiálide, apresentando-se subcilíndricos ou ablongos e 

algumas vezes elipsóides. Quanto a colorac;:ão, mudam de branco 

a branco-esverdeado e verde (RIFAI, 1969). Seus conídios são 

uninucleados <FURLANETO, 1989 >, embora binucleados também 

ocorram principalmente em colônias selecionadas de 

heterocários <FURLANETO & PIZZIRANI-KLEINER, 1992). 

ó 



O genero Trichoderma foi revisado por RIFAI em 1969 e os 

isolados foram agrupados em 9 espécies, diferenciadas 

primariamente pelo modo de ramificação do conidióforo e 

morfologia dos conídios. Esta classificação com base nestas 

características não tem sido muito satisfatória. Recentemente 

outros métodos tem sido empregados, como de técnicas 

sorológicas <BARAK & CHET, 1988) e eletroforese de aloenz1mas 

< STASZ et a 1 . , 1988b, 1989b) . 

Por serem fungos saprofíticos do solo as espécies de 

Iricbod1rm1 utilizam uma grande variedade de fontes de 

carbono e nitrogênio <DANIELSON & DAVEY, 1973) I. 

e11udokonin;ii pode degradar a celulose, apresenta um 

crescimento rápido com uma temperatura ótima em torno de 28QC 

<BISSET, 1984) e também apresenta ótimo desenvolvimento em 

meio mínimc e completo utilizado para Aspergillus nidulans 

<FURLANETO, 198�,. 

A maior ia das espécies de Tr ichoderma é fot osens í ve 1 em 

relaç:ão à esporulaç:ão, de forma que certos comprimentos de luz 

são bastante efetivos em induzir a esporulaç:ão <MILLER & REIO, 

1961; GRESSEL & HARTMANN, 1968; BETINA & SPISIAKOVA, 1976)_ Um 

importante 

estudado, 

demonstrado 

aspecto da esporulaç:ão, embora muito pouco 

e a capacidade de produção de clamisc'Ósporos, já 

em várias espécies de Trichoderma <LEWIS & 

PAPAVIZAS, 1983; 1984), e também relatado em I.pseudgkoningii 

<BISSET, 1984).



A fase perfeita Cteleomórfica) de algumas espécies de

Triçhoderma permite classificá-las como pertencentes ao gênero 

H::,pocrea, família H-:teocrgaceae <DOY, 1967>. I. eseudokoningii 

pode representar a forma imperfeita (anamórfica) da espécie 

H�pgcr11. schwein it :zi i <RIFAI, 1969 > ou mesmo outra espécie do 

gênero H�pocrea <BISSET, 1984>. 

As várias espécies do gênero Trichodgrma tem recebido 

especial atenção nos últimos tempos, pois atuam em processos 

de hiperparas1tismo de patógenos de raízes de plantas, 

parasitismo de insetos, bem como são bons produtores de 

exoenzimas <BISSET, 1984; PAPAVIZAS, 1985; CARVALHO, 1989>. 

Isolados de T pseudokoninqii se destacam principalmente pela

sua produção de celulases <BISSET, 1984; BERTOLIN, 1987; 

FURLANETO, 1989; VICENTE, 1989), mas também pela capacidade de 

controlar fitopatógenos (MELO & HEALc, i989> 

2.2. Processos Parassexuais de Recombinação em fungos 

Além do processo sexual de recombinação, típico de 

organismos eucariotos superiores, os fungos também apresentam 

outras formas de amplificação da variabilidade genética, 

assemelhando-se, em variação e número de processos, aos 

organismos procariót ices onde a reprodução sexual não e a 
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forma exclusiva de recombinaç:ão. Todos estes mecanismos não 

sexuais serão aqui denominados de Processos Parassexuais de 

Recombinação <PPR>, onde estão incluídos o ciclo parassexual, 

a parameiose, e a transformação. Estes processos serão 

brevemente apresentados a seguir, dando-se mais ênfase, sempre 

que possível, aos gêneros ttetarhizium e Irichoderma. 

2.2.1. Ciclo parassexual 

O ciclo parassexual, descoberto em 1952 em ê'ãegrgillus 

nidulans 

apresentar: 

por PONTE CORVO 

anastomose de 

& ROPER, 

hifas com 

caracteriza-se por 

núcleos diferentes 

(heterocariose), fusão de núc 1 eos hap 1 ói des e f ormaç:ão oe 

diplóides relativamente estáveis, permutas mi.tóticas e

haploidizaç:ão, com fomai;:ão de recombinantes, 

<PONTECORVO, 1956). 

Seguindo o modelo do ciclo parassexual de .â.... nidula,ns. a 

parassexua 1 idade foi investigada e descrita em mais de 30 

espécies fúngicas, segundo AZEVEDO <1987>, muitas delas 

imperfeitas, 

antibióticos, 

sem ciclo sexual e importantes na produção de 

enzimas, no controle biológico e também como 

causadoras de doenças em plantas. Do ponto de vista aplicado, 

o ciclo parassexual possibilitou melhoramento genético em 

fungos biotecnologicamente importantes <SERMONTI,1969; 
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BONATELLI JR., 1981) e também ajudou explicar o aparecimento

de novas raças fisiológicas em fungos fitopatogênicos (BUXTON, 

1956, 1962; AZEVEDO, 1976). 

A descrição do ciclo parassexual em .l::L. anisopliae, com 

ocorrência de heterocário, dip1Óides e recombinantes estáveis, 

fo1 �eita PC?la primeira vez por MESSIAS <1979) e MESSIAS & 

AZEVEDO (1980), sendo confirmado quase simultaneamente por AL

AIDROOS <1980). Os autores trabalharam com marcas para · resis

tência <AL-AIDROOS, 1980) e marcas para coloração e auxotrofía 

( AL-A I DR DOS, 1980; MESSIAS & AZEVEDO, 1980) Os dip1Óides ob-

tidos não apresentavam diferenças sign1ficat ivas com relação 

ao tamanho dos conídios hapló1des, porém eram diferentes quan

to ao número de núcleos por conídios <os diplóides são sempre 

u.n1nucleados), quanto ao diâmetro dos núcleos dos conídios 

<nos diPlóides era maior> e também quanto à quantidade de DNA 

(n.::>s d1p1Óides era praticamente o dobro) .Os setores haplÓides 

obtidos 

do t lPO 

por MESSIAS & AZEVEDO < 1980) eram em sua maioria 

parental, porém, alguns eram recombinantes, o que 

fez concluírem que o número dos grupos de 1 igaç:ão é pequeno, 

P rovave 1 mente não super 1 or a quatro. Outros t raba 1 hos sobre 

ciclo parassexua1 deste fungo realizado por BERGERON & MES

SING-AL-AIDROOS <1982) e MAGOON & MESSING-AL-AIDROOS (1984, 

1986) sugerem que o número de grupos de ligação é 5 

A técnica de fusão de protop1astos foi também empregada 

por vários autores <SILVEIRA, 1983; FRIGO, 1983, SILVEIRA & 
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AZEVEDO, 1987; COSTA, 1989; VEGA, 1990; > em .t1... an isop 1 iae no 

estudo da parassexualidade. Utilizando esta metodologia foi 

possível obter heterocários, diplóides e/ou recombinantes, em 

certos casos em altas frequências, mesmo entre linhagens com 

incompatibilidade de parede onde anastomose de hifas não 

ocorre naturalmente. 

No gênero Trichoderma. várias espécies foram estudadas em 

relaç:ão ao ciclo parassexual, empregando principalmente fusão 

de protoplastos e, em menor grau, anastomose de hifas para 

obtenç:ão de heterocários. 

Os primeiros trabalhos, realizados em L yiride <WEINMAN

GREENSHPAN & GALUM, 1969; GREENSHPAN & GALUM, 1971 e FARGASOVA 

et al., 1985), evidenciaram ocorrência de heterocariose porem 

diplóides e n:?combinantes não foram detectados. TOYAMA et al 

(1984) rea 1 i :za ran, fusão de protoplastos entre linhagens 

auxotróficas de L reeaei onde obtiveram segregantes não 

parentais, porem não esclarecem o tipo de recombinaç:ão 

envolvida. STASZ et al. (1988a) também detectaram, por fusão 

de prot op 1 ast os em L harzianum, segregantes não parenta is 

e "possíveis diplóides" que em um segundo ciclo de crescimento 

segregavam parent ais auxot róf icos e raros prot ot róf icos; a 

progênie não parental, segundo os autores, estaria se 

originando por cariogamia e recombinaç:ão e/ou por fatores 

citoplasmáticos ou pela interaç:ão núcleo-citoplasma. OGAWA et 

al. (1987, 1989), por sua vez. afirmam ter detectado o ciclo 
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parasse><ua 1 em L regsei. ut i 1 izando-se também da fusão de 

protoplastos para estabelecimento de heterocários, dos quais, 

após tratamento com cânfora 0,1¾, obtiveram um dip1Óide com 

praticamente o dobro <1.9x) da quantidade de DNA em relai;:ão 

aos núcleos haplóides. 

Outro grupo de trabalho, liderado principalmente por 

STASZ, relata importõntes aspectos sobre a parassesualidade de 

Iric;bodcrma. 

interlinhagens 

Realizando fusão de protoplastos intra e 

e espécies <L hamatum. I. barzianum. I. 

konin9ii e I. yiride) com diferentes marcas auxotróficas e 

padrões isoenzimáticos <STASZ et al. 1989a; STASZ & HARMAN, 

1990), observaram que: i) em cruzamentos intral.inhagens a taxa 

de complementaç:ão e obtenç:ão de heterocários era alta porém 

sem ocorrência de diplóides e/ou recombinantes; i i) em 

cruzamentos interlinhagens e interespécificos a complementação 

era baixa com forte incompatibilidade pos-fusão, sendo que nos 

cruzamentos interlinhagens era comum ocorrer prototróficos 

de crescimento lento, altamente instáveis que geravam setores 

não-parentais, diferentes quanto a morfologia, taxa de 

crescimento, esporulai;:ão e padrão isoenzimático mas que, 

quando analisados monosporicamente, não forneciam indícios da 

ocorrência de diplóides, aneuplóides ou recombinantes 

haplóides. Estes autores basearam-se principalmente nos dados 

de isoenzimas, realizando mais de 5000 análises em pelo menos 

1000 progênies segregantes, e concluíram que: i) a

parasse><ua l idade não deve ocorrer em Irichoderma, ou ocorre 



muito raramente e/ou rapidamente; ii) outros mecanismos devem 

estar envolvidos no surgimento dos tipos não parentais, sendo 

que sugerem sobre a possibilidade de um dos núcleos do 

heterocário se degradar e seu material genético se incorporar 

ao núcleo remanescente e também sobre o envolvimento de DNA 

mitocondrial, plasmídios e micovírus nos eventos de pós-fusão. 

Outra observação, também realizada por este grupo <SIVAN et 

al., 1990), foi a de que em certos heterocários, obtidos pela 

transferência de núcleos isolados em protoplastos, um dos 

núcleos se expressa enquanto o outro permanece quiescente e 

que esta e><pressão preferencial muda com o tempo. 

Ainda relacionado a parassexualidade de Trichoderma, 

PE'ER & CHET (1990) utilizando 

auxotróficas e morfológicas de I. 

linhagens com marcas 

harzianym relatam ter 

obtido, por fusão de protoplastos, colônias prototróficas as 

quais foram classificadas como sendo do tipo parenta: ou

recombinante, com base nas suas características de crescimento 

e esporulação. TOYAMA & TOYAMA {1990) fazendo o tratamento com 

colchicina reportam a obtenç:ão de autopoliplÓides em I. 

CltttL os quais quando crescidos em meios contendo Benom�l 

emitiam setores que apresentavam variações com relação a 

conidiação e capacidade em degradar celulose. 

2.2.2. Parameiose 
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A parameiose t'oi proposta por BONATELLI JR et al. (1983) 

para explicar um certo tipo de instabilidade dos núcleos 

diplóides heterozigotos, os quais apresentam recombinac:ão e 

haploidizac:ão nas hit'as heterocarióticas, guardando 

semelhanc:as com o processo meiótico. Estes autores descreveram 

o fenômeno através do estudo de cruzamentos pelo ciclo 

parassexual de 1inhagems auxotróficas de Aseergillus niger 

utilizadas na produc:ão de ácido cítrico. Utilizando-se da 

medida dos diâmetros dos conídios e do comportamento das 

colônias em meio contendo Benlate, observaram que as colônias 

obtidas nos 

heterozigotos 

heterozigotos 

heterocários 

para 

para 

todas 

apenas 

eram dos 

as marcas 

algumas 

tipos diplóides 

auxotróficas e

marcas e também 

recombinantes haplóides. Segundo estes autores, a ocorrência 

de diplóides instáveis e estáveis em A. niger. relatadas por 

outros autores C LHOAS, 1967; CHANG & TERRY, 1973 e DAS & 

ILCZUK, 1978 >, ber.: como a instabilidade observada em 

Pto ic il 1 ium eatulum <CALAM et a 1 . , 1973) e a alta 

instabilidade dos diplóides de Ceebalosporium acremonium <BALL 

& HAMLYN, 1982) podem 

parameiose. 

ser interpretadas com base na 

BALL & HAML YN ( 1982) e HAML YN et a 1 . ( 1985 >, estando

atentos para a ocorrência de recombinantes no heterocário, 

utilizaram meios seletivos com diferentes suplementac:ões para 

detectá-los. Ambos t raba 1 hos foram rea 1 izados por meio de 

fusão de protoplastos entre linhagens auxotrót'icas de 
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empregando meio mínimo com Cephaloseorium acremonium, 

diferentes sup 1 ement aç:Ões para seleç:ão de produtos de fusão. 

As colônias regeneradas eram de dois tipos principais: 

recombinantes haplóides estáveis e aneuplóides ou diplÓides 

heterozigotos 

haplóide sendo 

estabilidade 

haploidizantes, 

instáveis. A maior parte era 

este grau de ploidia sugerido pela 

recombinante 

anál isE' da 

destas 

com 

colônias 

confirmaç:ão 

em meios 

através 

com agentes 

da medida dE' 

quantidade dE' DNA. Pela análise genética da frequência dE'StE's 

recombinantes, HAMLYN et al. (1985) obtiveram evidências da 

existência de 8 grupos de ligaç:ão, sendo que detectaram também 

um alta 

nuclear, 

taxa de permuta mitótica. A frequência 

estimada por HAMLYN et al (1985), foi de 

de fusão 

1 . 10-4 em 

105 protoplastos viáveis. Os diplóides obtidos, segundo estes 

autores, deveriam estar apresentando um crescimento não 

balanceado e lento, de forma que os produtos originados da não 

disjunç:ão apresentariam uma veloc�dada de crescimento bem 

maior, fazendo com que rapidamente tossasem todas a colônia. 

Os autores ( BALL & HAML YN, 1982 e HAML YN et a 1 . , 1985) 

relacionam seus resultados obtidos em .C...... acremonium com a 

instabilidade 

Cephalosporium 

descritas por 

dos diplóides das espécies relacionadas de 

micophi1um e Emerice11opsis sa1mps':fooemata 

TUVESON & COY (1961) E FANTINI (1962), 

respectivamente, considerando a possibilidade de ser esta uma 

característica deste grupo de organismos. 
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Evidências da ocorrência de parameiose em 1:1. anisopl iae 

podem ser observadas já nos primeiros trabalhos sobre 

parassexualidade deste fungo <TINl,..INE & NOVIELLD, 1971; 

BERGERON & MESSING-AL-AIDROOS, 1982; SILVEIRA, 1983). Isto se 

confirmou a medida que o fenômeno foi estudado mais 

objetivamente, tanto em heterocários obtidos por fusão hifas 

BAGALH I , 1987 ; 

como por fusão 

BAGAGLI et a 1 . , 

de protoplastos 

1991; 

<SILVEIRA 

VALADARES, 

& ALEVEDO, 

1989 

1987; 

COSTA, 1989; VEGA, 1990). De uma maneira geral, recombinantes 

hap1óides e/ou aneuplóides sempre são detectados diretamente 

dos heterocários em frequências relativamente altas, comparado 

com a frequência de diplóides do ciclo parassexua1 de A

pidui101, sendo que diplóides, quando ocorrem, são altamente 

instáveis. 

A parameiose, segundo BAGAGLI et al., (1991), tambem deve 

estar ocorrendo em Vertiçillium .a.l.b..g_ atrum e �- C.:ahliae 

<HASTIE, 1962; 1964; TYPAS, 1983; TYPAS & HEALE, 1977; HASTIE 

& HEALE, 1984). Recentemente esta foi também detectada em 

B1auy1cia bas1iana {PACCOLA-HEIRELLES & AZEVEDO, 1991). 

Em Trichoderma pseudokoningii este fenômeno foi estudado 

Por FURLANETO ( 1989 > e FURLANETO & PI ZZ I RAN I-K LEI NER < 1 992) , 

que utilizaram linhagens com marcas auxotróficas e

morfológicas e estabeleceram heterocários por anastomoses de 

h i fas e fusão de prot op 1 ast os. Recombinantes foram obtidos de 

setores de colônias prototróficas e em colônias selecionadas 



diretamente em meios seletivos com suplememtac;:ão. O numero e 

tipos de recombinantes auxotróficos detectados foi a 1 to, 

principalmente por fusão de protoplastos, onde a frequência 

destes foi 1000 vezes maior do que por anastomose de hifas. 

Sugerem evidências de ligac;:ão entre as marcas leu-arg e leu

met. Um interessante aspecto também relatado por estes autores 

foi a ocorrência de conídios binucleados em colônias 

prototrófi.:as, o que pode contribuir para a continuidade do 

crescimento heterocariótico e confundir a detecc;:ão de 

recombinantes. 

A parameiose com sua rápida haploidizac;:ão dos diplóides 

no heterocárj':', permutas cromossômicas mitóticas e gerac;:ão de 

recombinantes pode representar um simples e eficiente 

mecanismo de amplificac;:ão da variabilidade genética dos fungos 

filamento�os imperfeitos <BAGAGLI et al , 1991). Ainda segundo 

estes autore"', isto pode ter ocorrido de forma evolutiva, 

pincipalmente no grupo de fungos que sofreu pressão seletiva 

para se manter no estado haplóide devido a escassez de 

nutrientes, hipótese de LEWIS ( 1985), e perda ou diminuic;:ão 

da capacidade de reproduc;:ão sexuada devido a ext inc;:ão ou 

desbalanceamento de tipos de reac;:ao sexual opostos ("mating 

t�pes"} nos fungos heterotálicos, hipótese de THOMAS et al., 

(1983); corroborando com esta especulac;:ão, citam os fatos de 

que em Neurpspora crassa, fungo heterotálico com eficiente

ciclo sexual, não se detectar a presenc;:a de ciclo parassexual, 

em A. nidulans. fungo homotálico com ciclo sexual, ocorrer 



c ic 1 o P arassexua 1 mas sem evidências de par amei ose, enquanto 

que nos fungos h!:1Phom!;1cet os corno â. o iger. .B.. bassi ana, .t1.

anisopliae e L pseudokoningii é onde vem sendo detectado este 

processo de recombinação. 

A parameiose, por gerar recombinantes em frequências 

relativamente altas, demonstro1.: ser um importante proce:sso na 

obteni;ão de novos recombinantes de .t1... anisppliae com maior 

potencial para o controle biológico de insetos BAGALHI & 

AZEVEDO, 1987), e em .I. pseudokoningii para produção de 

celulases <FURLANETO, 1989; FURLANETO & PIZZIRANI-KLEINER, 

1992 >.

2.2.3. Transformação 

A transformação em fungos, descrita inicialmente em 

leveduras <HINNEN et al., 1978) e posteriormente também em 

fungos 

TILBURN 

filamentosos 

et a 1 , . 

< CASE et a 1 . , 1979; BALLANCE et a 1 . , 1983; 

1983; FINCHAM, 1989) abriu grandes 

possibilidades de manipulação genética nestes organismos. 

Apesar de já ser bastante utilizada e preconizada, pouco se 

sabe ainda sobre os mecanismos envolvidos na captai;ão e 

incorporação do DNA exógeno nestes sistemas de t ransformai;ão 

induzidos, os quais se utilizam principalmente de protoplastos 

ou células osmoticamente sensíveis, agentes fusogênicos <PEG> 
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e estimuladores de competência <CaC12), bombardeamento de 

partículas e eletroporação. Em .t1. anisopliae e algumas 

espécies do gênero Trichoderma este sistema de recombinação já 

foi também empregado. 

Transformantes resistentes ao Benomil foram obtidos em .t1. 

anisop)iae, utilizando cosmídios CpSV50> e plasmídios CpBENA3> 

contendo genes de resistência a esta droga, provenientes tanto 

de ,li. cra.ssa <BERNIER et al., 1989) como de A. nidulans 

<GOETTEL et al., 1990). Em ambos os casos, a integração do DNA 

exógeno ocorreu em var1os l oc i cromossômicos, os 

transformantes demontraram ser mitóticamente estáveis mesmo na 

ausência do anti-fúngico e também mantiveram a capacidade de 

infectar o inseto Manduca sexta,

Em Trichoderma, transformantes foram obtidcs em L 

b1rzi1oum ( GOLDMAN et a 1 , 1990; HERREERA-ESTRELLA et a 1 , 

1990) e I. yiride <HERRERA-ESTRELLA et a1., 1990) utilizando 

plasmídios (pAN7-1) contendo um gene bacteriano para a 

resistência a higromicina sob controle de sinais de expressão 

het eró 1 ogo de A. n idul a,ns. HERRERA-ESTRELLA et a 1 . (1990) 

empregando o sistema de transformação com protoplasto, PEG e 

CaC12, obtiveram transformantes em I. ha.rzianum e I. yiride. 

os quais 

ausência 

eram altamente instáveis quando cultivados na 

do antibiótico; utilizando porem um plasmídio 

modificado, contendo um fragmento de 2,4 Kb do gene da alfa

amilase de I. harzia.num. obteve-se transformantes resistentes 
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à higromicina com a mesma frequência, os quais foram 100¾ 

estáveis, mesmo após várias passagens em meios sem o 

antibiótico seletivo. Segundo estes autores, a integraç:ão do 

plasmídio pAN7-1 deve ocorrer em uma única região do genoma, a 

qual conteria "sequências altamente recombinogênicas" que por 

um lado proporcionaria um sítio acessível de recombinaç:ão não 

homóloga mas que ocasionaria também uma alta instabilidade 

genética dos transformantes; quando o fragmento homó1 ogo do 

gene da alfa-amilase está presente, este deveria proporcionar 

um impedimento físico de novas recombinaç:Ões e/ou evitar a 

integraç;:ão do plasmídio nesta região "altamente 

recombino:;;ênica". Estes mesmos autores também realizaram a co-

transformaç;:ãn destes fungos utilizando, além do plasmídio 

pAN7-1, o plasmídio pVT70GAPL, o qual contém o gene marcador 

de resistência à fleornicina sob controle de expressão de A. 

nidul ID'A. Observaram uma alta frequência de co-t ransformaç:ão 

<80¾) a est2 p1asmídio, mesmo em condiç;:Ões seletivas apenas 

para a higromicina, na ausência de pleomicina. GOLDMAN et al. 

(1990) por sua vez, utilizando sistema de transformaç:ão por 

eletroporaç:ão de células osmoticamente sensíveis, 

transformantes 

apresentaram 

resistentes a 

100¾ fenotípica 

higromicina, os 

e mitoticamente 

obtiveram 

quais se 

estáveis. 

Experimentos de hibridização indicaram que a integraç:ão também 

ocorreu em uma única região do genoma. Segundo os autores, 

esta alta estabilidade dos transformantes, diferentemente da 

instabilidade observada na t ransformaç;:ão com PEG, poderia 

ser explicada por uma a ti vaç: ão do sistema de reparo das 
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células devido ao fato destas terem sido submetidas a uma 

condição de estresse pelo pulso elétrico de alta-voltagem. 

Ainda com relação a transformação, e bastante 

interessante a possibilidade deste evento ocorrer em condições 

não induzidas e representar outra via natural de amplificação 

da variabilidade genética em fungos. Especulações teóricas bem 

como algums evidências experimentais já existem sobre isto. 

STASZ & HARMAN (1990), para explicar a ocorrência de 

segregantes não-parentais em heterocários de I. harzianym, 

lançam a hipótese de um dos núcleos degradar-se e parte deste 

ao núcleo remanescente, o que pode ser incorporar-se 

considerado como um sistema de tansformação intra-

heterocariótica. WEIGEL et al. ( 1988) e KOVACEVIC et al. 

(1989) realizando estudos comp�rativos entre os genes da 

Isopenicilina N sinteta::;e e Deacetoxicefalosporina e

sintetase, envolvidos na biossinti?se de antibióticos Beta-

lactâmicos, de Streptom..,ces ]ipma.nii e dos fungos Aspergi11us 

oidulan1, Cephalosporium acremonium e Penici11ium cbc,sogenym, 

constataram uma alta similaridade na sequência de nucleotídeos 

e de aminoácidos da proteína envolvida, que somente poderia 

ser explicada caso tivesse ocorrido uma 

horizontal destes genes de bactérias para 

transferência 

fungos há cerca 

de 370 milhões de anos, muito após estes dois grupos terem 

divergidos evolutivamente há 2 bilhões de anos atrás (COHEN et 

a 1 . , 1990) o mecanismo envolvido nesta transferência 

horizontal, não sugerido pelos autores, pode ser uma 
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transformação natural .Este tipo de transferência genética vem

sendo detectado em bactérias, tanto no solo como no ambiente 

aquático <TREVORS et al. 1987). 

2.3. Preservação e estabilidade genética de fungos 

A necessidade de manutenção de colônias fúngicas vivas, 

tanto para o ensino, pesquisa e aplicações biotecnológicas fez 

com que diversos métodos de preservação fossem desenvolvidos 

ao longo do tempo, tais como: cultivo continuo ou frequente em 

tubos inclinados, culturas recobertas com óleo mineral 

esterilizado, 

fragmentos 

cultivo em solo esterilizado, 

coloniais em água destilada 

preservação de 

esterilizada, 

desidratação e dormência dos esporos em sílica gel, manutenção 

em free:zer <-20 a -80QC), liofilização, e t�2 líquido 

<BUTTERFIELD et a 1 , I 1974; BOSHANS, 1974; SMITH & ONIONS, 

1983; MIGUENS, 1985). 

Alguns procedimentos foram propostos por pesquisadores 

individuais enquanto outros acabaram surgindo pelo emprego e 

desenvolvimento simultâneo entre vários grupos ou a medida que 

novos equipamentos e intrumentos foram aprimorados 

água, 

CASTELLANI <1939, 1967) propôs o método de preservaçao em 

originalmente previsto para a manutenção de culturas de 

fungos dermatófitos (de importância médica), os quais são 



relativamente difícies de serem preservados devido a um 

acentuado pleomorfismo com tendência a perdas de certas 

características fenotípicas quando cultivados frequentemente. 

O autor ressalta como vantagens deste método o fato do mesmo 

prevenir, pelo menos parcialmente, o desenvolvimento de 

pleomorfismo e senescência em certas espécies, e pela sua 

facilidade de aplicação principalmente para manutenção de 

pequenas coleções. 

vários métodos de 

FIGUEIREDO & PIMENTEL (1975), 

preservação na manutenção de 

avaliando 

coleção de 

fungos fitopatogênicos do Instituto Biológico, relatam sobre 

as vantagens da preservação em água, onde obtiveram culturas 

viáveis mesmo após 10 anos de estocagem. 

PERKINS 

sílica gel, 

(1962) 

o qual 

descreveu o método de preservação em 

empregou na manutenção de coleção de 

linhagens de Neurospora crassa utilizadas para estudos 

genéticos, envolvendo portanto vários tipos de mutantes. Mais 

de 700 linhagens foram preservadas por este método e a 

viabilidade avaliada após 12 a 72 meses de manutenção, com 

obtenção de 90¾ de linhagens viáveis. Segundo o autor, a 

maioria dos casos de inviabilidade referia-se à linhagens 

mutantes morfológicas e/ou auxotróficas com várias marcas 

que apresentavam crescimento lento e pouca conidiação. O autor 

cita casos de linhagens que normalmente não suportam o 

processo de liofilização mas que podem ser preservadas pelo 

método de desidratação da sílica gel. 
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A preservac;:ão de culturas fúngicas em temperaturas 

bastante baixas (-20 a em freezer foi 

provavelmente relatada pela primeira vez por HEYER (1955) na 

manutenc;:ão de fungos dermatófitos. Este autor observou que de 

um total de 61 isolados mantidos por um período de 2 anos, 

apenas 3 não se mantiveram viáveis; mudanc;:as pleomórficas 

discerníveis não foram detectadas nas colônias recuperadas. 

CARHICHAEL (1962> empregou este método para a preservac;:ão de 

400 linhagens fúngicas filamentosas e leveduriformes, com 

avaliac;:ão da viabilidade, por um período de até 5 anos de 

manutenc:ão, 

autor não 

material. 

onde obteve bons resultados de viabilidade. o 

faz comentários sobre a estabilidade genética do 

LITTLE & GORDON (1967) reportam resultados sobre a 

preservac;:ão de uma c�lecão de 202 culturas fúngicas 

(patogênicas ao homem e süprófitas) recobertas com óleo 

mineral 

período 

espécies 

mudanc;:as 

esterilizado com avaliac;:ões da 

de 6 a 12 anos de manutenc;:ão. 

puderam ser preservadas nestes 

viabilidade após 

A maioria das 

períodos, 

morfológicas, em certos casos irreversíveis, 

embora 

tenham 

sido detectadas em alguns isolados. Este método de preservac:ão 

parece não apresentar resultados satisfatórios em certo$ 

grupos fúngicos como os da Ordem Hucorales, 

observado por HESSELTINE et al. (1960). 

fato este 
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A liofilização e o uso de N2 líquido, embora exigam 

maiores infra-estruturas e equipamentos para sua aplicação, 

tem sido também empregados na preservação fúngica, com 

excelentes resultados <HESSELTINE et al., 1960; BOSMANS, 1974; 

HWANG et al., 1976; DAHMEN et al., 1983; BURGES et al., 1989) 

O emprego de agentes crioprotetores e de taxas de resfriamento 

êidequados aos diferentes grupos fúngicos parece ser 

particularmente importante, possibilitando maiores taxas de 

viabilidade e estabilidade genética <GOOS et al., 1967; HWANG 

et a l . , 197 6; BERNY & HENNEBERT, 1991) bem c amo a p reservaç: ao 

de fungos não esporulantes pelo uso apenas de hifas (TAN et 

a 1 1991), ou de toda colônia com a manutenção de suas 

características macroscópicas <BUNSE & STEIGLEDER, 1991) 

Trabalhos de preservação d e  tL.. anisopliae são poucos e

normalmente visam a estocagem de conídios na forma de produtos 

para posterior aplicação no controle biológico; em Jçicboderma 

praticamente são inexistentes. 

BELL & HAMALLE (1974) realizaram trabalho de avaliação da 

viabilidade e patogenecidade de fungos entomopatogênicos 

preservados em sílica gel a -20° C por um período de até 3 

anos de manutenção. Várias espécies de fungos mantiveram-se 

viáveis e patogênicos durante este período com exceção das 

pertencentes ao gênero Entomoebthora. De 3 linhagens de tt. 

anisoplia1 avaliadas, duas sobreviveram por 24 e 33 meses, 

enquanto a outra por até 36 meses de presevaç:ão e com boa 



virulência nos insetos Heliothis m. e Trichoplusia n.i-

ABREU et al. (1983) avaliaram a viabilidade e virulência 

de conídios não formulados de H.aniagplia• mantidos a 

temperatura ambiente, 52C e -132C. A viabilidade ficou nula

após 120 e 300 dias, respectivamente para os conídios mantidos 

a temperatura ambiente e à 52C, enquanto que conídios 

preservados à -13QC mantiveram sua viabilidade normal 

mesmo após 360 dias de manutenção. Observou-se uma diminuição 

da virulência do fungo à largartas de Ga11eria me1onella e

cigarrinhas do gênero Deois em função do aumento do período de 

armazenamento, sendo esta menos acentuada quando os esporos 

foram preservados a -13Qc. 

DAOUST & ROBERTS (1983a,b) realizaram estudos similares, 

porém relacionando temperatura, umidade relativa e meio de 

cultura na viabilidade e virulência de conídios não fomulados 

de tl.anisop1iae. Melhores resultados de viabilidade foram 

observ�Jas em temperaturas moderadas (26 e 19QC) porém com 

altas umidades relativas (98¾) e em baixas temperaturas (4QC) 

porém com 0¾ de umidade relativa. Conídios mantidos em 

condições favoráveis apresentaram boa virulência a larvas de 

Culex pipiens pipiens e Aooebelts st1ebensi, mesmo após 18 e 

12 meses de preservação, respectivamente. Observou-se também 

que embora o tipo de meio de cultura seja importante na 

produção de conídios, a viabilidade e virulência foi a mesma 

nos diversos substratos quando os conídios foram mantidos nas 

mesmas condições de preservação. 
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3. MATERIAL E MÉTODOS

3.1. Linhagens utilizadas 

Foram utilizadas linhagens selvagens, mutantes e 

recombinantes de 1'1. a,nisopliae (Tabela 1) e mutantes de I. 

pseudokoningii <Tabela 2>. 

3.2. Meios de cultura e solu�ões utilizadas: 

3.2.1. Meio mínimo CHM) (PONTECORVO et al., 1953) 

NaNO3 ... 

KH2PD4 

KCl 

MgSO4 7 H2O 

FeSO4 

ZnSO4 

Glicose 

Ágar 

Água destilada 

6,0g 

1, 5g 

0,5g 

0,5g 

0,029 

0,02g 

10,0g 

15,0g 

1000,0g 

pH ajustado para 6,8 com NaOH 4¾ 

·::)7
1..., 



Tabela 1 - Linhagens selvagens, mutantes e recombinantes de 

M-1oi10plia1 utilizadas

Designaç:ão* 

protocolar 

E6 

E9 

E6-1 

E6-2 

E6-3 

E6-5 

e:6-7 

E6-8 

E9-11 

E9-12 

E9-13 

E9-17 

E9-19 

E9-20 

E9-23 

RJ-31 

RJ-32 

Composto 

Composto 

Composto 

Composto 

Composto 

1-1

2-1

2-2

2-3

2-4

Marcas genéticas 

Selvagem 

Selvagem 

vio2 ade5 pro11 

vioe ade5 met:17 

vioe adeS m•tee 

vio2 lis6 bio1 

vio9 mttt9 bio9 

:flo8 pir8 lis8 

mtrt1 lis1 

meti lis3 

:flo1 meti pir6 

:t l oi 1eu6 pro1 

:; l oi leu6 rib8 

:tlo1 leu6 ade9 

:tlo2 1is3 met14 

vio2 1is3 bio22 

vioi 1is3 met15

Recombinantes 

tipo 

prototróficos 

de 

E6-8/E9-20 

Origem 

Isolados de insetos 

Deois flavopiçta 

BAGALHI <1987) 

SILVEIRA (1983) 

BAGALHI (1987) 

Reisolados de 

larvas de 

Chalcodermus 

bimaculatus 

< BAGALH I , 1987) 

* Para as linhagens mutantes também será utilizada a forma

abreviada citando-se apenas o número (1, 2,. 32)



Tabela 2 - Linhagens mutantes de L eseudokoningii 

utilizadas 

Designac;:ão* 

protocolar Marcas genéticas Origem 

Tp-1 whí4 leui argi FURLANETO (1989) 

Tp-2 whi4 leu1 tio1 

Tp-3 ::,lo5 rib1 arse 

Tp-4 �lo5 ribi arse 

Tp-5 �lo5 leu2 lis1 

Tp-6 arg3 rib2 

Tp-7 nici meti 

* Também sera utilizada a forma abreviada citando-se apenas

o número da linhagem (1, 2, .7) 
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3.2.2. Meio completo sólido <HC> <AZEVEDO & COSTA, 

1973) 

Meio mínimo adicionado de: 

Extrato de levedura 0,5g 

Pepton2 . . . . . 2,0g 

Caseína hidrolisada 1, Sg 

Soluç:ão de vitaminas 1, 0 ml 

pH ajustado para 6,8 com NaOH 4¾ 

3.2.2.1. Meio completo mais adenina (MC + ade) 

Meio completo adicionado de: 

Aden i r,a ..... .. 25,0 ug/m1 

3.2.3. Meio mínimo líquido 

Foi preparado segundo o í tem 3. 2. 1. , porem 

sem adiç:ão de ágar 

3.2.4. Meio completo líquido 

Foi preparado segundo o item 3. 2. 2., porem 

sem adiç:ão de agar 

30 



3.2.5. Meio mínimo mais 4¾ de meio completo 

Em tubos de ensaio foram adicionados 2,5ml de 

meio mínimo líquido mais 4¾ de meio completo líquido. 

3.2.6. MH e MC mais desoxicolato 

<FURLANETO, 1989) 

de sódio 

Desoxicolato de sódio a 0,3¾ foi adicionado 

nos MM e MC para obtenção de colônias de tamanho reduzido de 

L. e1audokoninsii, quando necessário.

3.2.7. Meio de Micosel 

litro de água, 

concentrações: 

36 g de M!:;Jc ose 1 ( BBL > foram �d ic ionados a um 

obtendo-se os componen�"'S nas seguintes 

Pept ena .. 

Dextrose. 

Ágar ..... 

Cicloheximide (Actidione). 

Cloranfenicol. 

Água destilada. 

PH final 6,9 ± 0,2 

.10,0 g 

.10,0 9 

.15,5 g 

. . 0, 4 g

. . 0, 05 g 

.1000,0 ml 
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3.2.8. Solução de vitaminas 

ácido nicotínico 100,0 mg 

ácido p-aminobenzóico 10,0 mg 

Biotina . . . 0,2 mg 

Piridoxina 50,0 mg 

Riboflavina 100,0 mg 

Tiamina 50,0 mg 

Água destilada esterilizada 100,0 ml 

A solução foi aquecida em banho-maria a 98QC 

por 15 minutos e guardada em frasco escuro, no refrigerador a 

3.2.9. Suplementos a serem adicionados ao meio 

mínimo 

Estoques de sup 1 ement os foram preparados, 

adicionando-se cada um deles em frascos contendo agua 

destilada esterilizada. Estes foram aquecidos em banho-maria 

(98QC) por 15 minutos e conservados em refrigerador a 42C <os 

estoques de vitaminas foram conservados em frascos escuros). 

No momento do uso, cada frasco foi novamente aquecido em 

banho-maria (98° C) por 5 minutos. O volume e concentração 

utilizados de cada suplemento estão sumarizados na Tabela 3. 



Tabela 3 - Volume e concentrac;:ão dos diferentes suplementos que 

foram adicionados ao meio mínimo 

Suplemento Soluc;:ão 

Estoque 

Quantidade adicio- Concentrac;:ão 

nada por placa(20 final no 

(10ml de ml de meio de cul- meio de cul-

á.gua) t ura) t ura 

------------------------------------------------------------

Adenina 50,0mg 0, 1 ml 25 ug/ml 

Guanina 50,0mg 0, 1 ml 25 ug/ml 

Arginina 100,0mg 0, 1 ml 50 ug/ml 

Cisteína 100,0mg 0, 1 ml 50 ug/ml 

Leucina 100,0mg 0, 1 ml 50 ug/ml 

Lisina 100,0mg 0, 1 ml 50 ug/ml 

Hetionina 100,0mg 0,1 ml 50 ug/ml 

Prolina 100,0mg 0, 1 ml 50 ug/ml 

Bíotína 0,4mg 0, 1 ml 0,20 ug/ml 

Ácido nicotínico 1,0mg 0, 1 ml 0,50 ug/ml 

Ríboflavina 1, 0mg 0, 1 ml 0,50 ug/ml 

Pirido><ina 0,5 mg 0, 1 ml 0,25 ug/ml 
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3.2.10. Solução salina (0,85¾) 

Foi preparada uma soluç:ão de 8,5 g de NaCl em 1000 

ml de agua destilada. Alíquotas de 9 ml desta solução foram 

colocadas em frascos e a seguir os mesmos foram autoclavados e 

conservados em refrigerador a 42C. 

3. 2 . 11 . So 1 uç ãu d e "Tween" 80 < 0, 1 ¾) 

Foram adicionados 0,1 m1 de "Tween" 80 em 100,0 ml 

de água destilada com homogeneização e 2,5 ml da solução foram 

colocados em tubos de ensaio, que apos autoclavagem foram 

mantidos em refrigerador a 42C. 

3.2.12. Solução estoque 

(10¾) 

de Deso><:icolato de Sódio 

Foi preparada uma solução de 10 g de Desoxicolato de 

Sódio em 100 ml de agua destilada. A esterilização foi 

realizada em banho-maria a 60�C por uma hora e conservada em 

refrigerador a 4�C 

3.3. Esterilização e incubação 

Os meios de cultura e as soluções foram 

esterilizadas em autoc1ave por 15 minutos a 1202C <exceto nos 

casos assinalados>. 
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Os frascos que necessitaram ser utilizados esterilizados, 

foram autoclavados a 120QC po 35 minutos. As placas e pipetas, 

apos lavagem, foram est eri 1 izadas em forno a 180QC por 3 

horas. A temperatura de incubaç:ão das cu 1 t uras foi de 28QC, 

exceto em casos especiais à temperatura ambiente. 

3.4. Obtenç:ão de heterocários 

Conídios das diferentes linhagens com marcas 

auxotróficas e morfológicas complementares foram colocadas em 

um mesmo tubo de ensaio contendo 2,5 m1 de MM liquido mais 4Y. 

de MC. Estes tubos foram incubados por 7 10 dias <I... 

u,udokoninaii> e por 10 - 15 dias .t::I.. anisopl iae > para 

�oteni;ão de uma película heterocariótica. Esta película foj 

tran�ferida para placas com MM para manutenção do heterocário. 

Pontas de hifas deste heterocário simples foram transferidas 

para outras placas com MH para obtenção de novos heterocários. 

3.5. Obtenção de heterocário em I. eseudokoningii

utilizando papel de filtro como substrato 

Suspensões de conídios em MM+4¾MC 

das linhagens individuais (Tp2 e Tp3) foram colocadas 

liquido 

sobre 
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fragmentos de papel de filtro esterilizados dobrados em L, 

em 3 tratamentos distintos: 

Tratamento 1 

1 inhagem foi 

- 1,0 ml da suspensão de conidins de cada 

co 1 ocado de forma sobreposta em fragmentos 

depapel de filtro com 1,5 cm de largura; 

Tratamento 2 - 1,0 m1 da suspensão de conídios de cada 

linhagem foi colocado em extremidades opostas dos 

fragmentosde papel de filtro com 1,5 cm de largura; 

Tratamento 3 - 1,0 m1 da suspensão de conídios de cada 

linhagem foi colocado em extremidades opostas dos 

fragmentos de papel de filtro com 2,0 cm de largura. 

Os fragmentos 

conídios foram 

de papel de filtro com as suspensões de 

mantidos em placas de petri vedadas contendo 

algodão embebido com agua destilada esterilizada para 

manutenção da umidade. O crescimento de possível heterocário 

sobre o papel foi observado pelo aparecimento de micélio e 

conídios de coloração esverdeada. Fragmentos de 

contendo heterocários crescidos foram colocados em 

papel 

tubos 

contendo 

obtenção 

Tween 0, 1¾ e agitados 

de suspensões de conidios, os 

vigorosamente para 

quais foram semeados 

em MC,MM e MM com diferentes suplementaç:Ões nutricionais para 

avaliar a presença de recombinantes 



3.6. Obtenção de heterocários em .I. eseudokoningii

utilizando parentais submetidos à irradiação com luz 

UV e choque térmico 

Suspensões de conídios de cada 1 i nhagem ( Tp2 e Tp3) 

receberam os seguintes tratamentos: 

T0 = sem irradiação e sem choque térmico 

Ti = irradiç:ão com luz uHra violeta (marca Tohwalite, 

GT15T8), a uma distância de 15 cm, durante 5 minutos. 

TiC = irradiação com luz ultra violeta por 5 minutos e 

choque térmico (55QC por 10 minutos e 4QC por 3 minutos) 

Cada linhagem em cada tratamento foi semeada em HC para 

estimar a sobrevivência dos conidios 

As 1 inhagens Tp2 e Tp3, submetidas aos tratamentos acima 

(To, Ti, TiC), foram combinadas entre si, inoculando conídios 

em MM + 4¾ MC para obtenção de possíveis heterocários, 

totalizando 9 tratamentos finais, representados de A a I 

<Tabela 4) 

3.7. Obtenção dos recombinantes a partir de heterocários 

Suspensões de conídios provenientes das colônias 

heterocarióticas foram semeadas em p 1 acas e on tendo MM < no 

mínimo 4 placas) e MM mais suplementaç:Ões aminoacidos e

··:17 
·-> ... 



Tabela 4 - Tratamentos utilizados para obtenç:ão de heterocá

rios entre parentais submetidos a irradiac;:ão com 

luz UV e choque térmico 

Tp3 < 

To 

Tp2 Ti 
TiC 

T0 

A 

D 

(3 

Ti 

B 

E 

H 

TiC ) 

e 

F 

I 

Tratamento A =  Tp2T0+Tp3T0; B = Tp2T0+Tp3Ti; 

I = Tp2TiC+Tp3TiC. 

. .  , 

.'"\ .·•• . 

.... ,1.,.: 



vitaminas em diferentes combinac;:Ões - no mínimo 2 placas para 

cada combinac;:ão). Estas foram incubadas a 28QC por 6 - 7 dias 

quando então 

diferentes 

foi avaliada a frequência das colônias nas 

combinac;:ões de meio. As colônias possíveis 

recombinantes obtidas foram purificadas por diluição de 

suspensões de conídios e semeadura em MC de modo a obter 

colônias monosp�ricas, as quais foram a seguir caracterizadas 

quanto a sua morfologia, necessidades nutricionais e grau de 

ploidia. Todo recombinante obtido foi estocado e sua marca 

genética confirmada em pelo menos três caracterizac;:ões. 

3. 7 1. Estimativa da frequência de recombinantes 

paraffieióticos nos heterocários 

Esta foi obtida fazendo-se um produto entre a 

frequência de obtenc;:ão de colônias nos meios suplementados com 

a frequência de recombinantes observada nas colônias 

monospóricas 

3.8. Obteni;:ão de recombinantes utilizando método de 

enriquecimento por filtrai;:ão 

Conídios provenientes de heterocários de parentais 

com duas marcas auxotróficas (ab+cd) foram inoculados em <I) 

MM+A+B e <II) MM+C+D líquidos com agitai;:ão <150 a 180 rpm) 

a 28°C por 24 e 12 horas, respectivamente para 1:1. anisopl iae 

e I.eseudokoningii, quando foram então f i 1 t rados em gaze 
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est eri 1 izada de forma a eliminar os fragmentos de micélio 

o filtrado contendo conídios não crescidos. 

germinados foi novamente incubado nas mesmas condiç:Ões de 

tempo e temperatura 

Após três ciclos 

e submetido a 

de crescimento 

outra filtraç:ão 

e filtraç:ão, o 

em gaze. 

filtrado 

contendo conídios ainda não germinados foi centrifugado, 

1 avado e incubado novamente porém invertendo os meios, ou 

seja o filtrado de (I) foi agora incubado em MM+C+D e o 

filtrado de (II) em MM+A+B APÓS mais três ciclos de 

crescimento e filtraç:ão, o filtrado contendo conídios não 

germinados nos dois meios seletivos (elimina conídios de ambos 

parentais, recombinantes prototróficos e auxtróficos 

apenas uma marca auxotrófica) foi ressuspenso em 

com 

volume 

conhecido e semeado em MC + ade e MC + Desoxicolato de 

sódio, respectivamente para 11.anisopliae e I..pseudpkoningii. 

As colônias obtidas em MC foram e:_;ntão pré-avaliadas com 

relac;:ão as SlldS marcas morfológicas e auxotróficas, 

inoculando simultaneamente em MM+A+B e MM+C+D, 

aquelas não crescidas em ambos os meios foram 

sendo que 

recortadas 

cuidadosamente do meio seletivo, recuperadas em MC e a seguir 

caracterizadas auxotroficamente, onde o esperado e obter 

recombinantes com duas marcas auxotróficas porém provenientes 

de parentais distintos e recombinantes com três e quatro 

marcas auxotróficas também provenientes de ambos parentais. 

Estes recombinantes, aqui denominados Raux2, não devem ser 

eliminados pela filtrac;:ão e representam 9/16 do total de 

recombinantes possíveis, sem considerar as marcas 
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morfológicas < Tabela 5). 

3.8. 1. Estimativa teórica envolvendo os recombinan-

t es com marcas 

tais <Raux 2)

auxotróficas de ambos paren-

O número de ílaux2 <nRaux2 ) em uma amostra de conídios

provenientes de heterocário em que ambos parentais possuem 

duas marcas auxotróficas depende do número de conídios <nC) da 

amostra, da frequência geral de recombinantes parameiót icos 

haplóides < t'Rh ) e da constante <K=9/16) obtida pela razão 

entre Raux 2 e demais tipos recombinantes possíveis <Tabela 5), 

na forma do produto: 

nRaux2 
= nC fRh . K ( 1 ) 

A frequência de Raux2 <fRaux 2) por sua vez depende Ja

ra,ão entre nRaux 2 e nC: 

fRaux2 
= nRaux2 / nC ( 2) 

Substituindo nRaux2 pela equação (1), tem-se: 

fRaux2 
= nC / nC fRh . k, ou 

fRaux2 
= fRh k ( 3)



Tabela 5 - Tipos de genótipos poss1ve1s em núc 1 eos se-

Genótipos 

poss1ve1s 

1- abCD

2- ABcd

3- ABCD

4- aBCD

5- AbCD

6- ABcD

7- ABCd

8- aBcD

9- aBCd

10- AbcD

11- AbCd

12- abcD

13- abCd

14- aBcd

15- Abcd

16- abcd

gregantes hap1óides, considerando parentais com 

duas 

ção 

marcas au�otróficas (abCD X ABcd) e segrega-

independente das mesmas, suas respectivas 

frequências e meios seletivos onde podem ser 

eliminados por filtração 

Eliminação por filtração em 

MM+A+B MM+C+D 

1/16 + 

1/16 + 

1/16 + + 

1/16 + 

1/16 + 

1/16 + 

1/16 + 

1/16 

1/16 

1/16 

1/16 

1/16 

1/16 

1/16 

1/16 

1/16 

4r.:: 



Em um experimento de enriquecimento, o nC da amostra 

inicial será maior que o nC da amostra final 

obtida após as filtrações, sendo que uma taxa de eliminação de 

conídios ou de enriquecimento <tE> pode ser calculada por: 

tE = nC i / nCf (4)

Enquanto o nRaux2 da amostra e constante e dependente do

nC í , ou seja: 

nRaux2 = nCi fRh K ( 5) ' 

a t'Rau-x2 deverá aumentar a medida que o número total de 

conídios <nC) diminuir com as fiHrações, de forma que a 

frF?quência inicial de Raux2 (t' i Raux2) será diferente da -
f
inal

(t' fRaux2), sendo que:

( 6) 

( 7 ) 

Substituindo nRaux2 pela equa�ão (5), tem-se:

fRh k ( 8) 

Substituindo nC i / nCf pela equa�ão (4), tem-se:

ffRaux2 = tE . t'Rh .k ( 9) 
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Quanto maior for a taxa de eliminação durante as 

filtrações, maior será a tE e consequentemente maior sera a 

probabilidade de obtenção de Raux2 na suspensão de conídios 

fina 1 

A frequência geral de recombinantes parameióticos 

haplóides <fRh) por sua vez pode também ser obtida neste tipa 

de experimento a partir da equação (9>, ou seja: 

fRh = (ffRaux2 > / <tE . K> ( 10) 

3.9 Análise do grau de ploidia 

Foi avaliado através da estabilidade ou emissão de 

setores em MC contendo Benomi1 (agente haploidizanle). 

3.10. Análises genéticas dos recombinantes 

Foram realizadas pelas frequências de recombinantes 

e parentais obtidos nos diferentes meios seletivos com o 

objetivo de determinar o número de grupos de 1 igação e 

mapeamento dos genes marcadores. 
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3.11. Reisolamento de recombinntes simples e compostos 

E6/E9 de tt.anisop1i11 a partir de insetos 

Chalcodermys bimacy1atus parasitados. 

A partir de larvas e insetos mortos pelo fungo obtidos em 

bioensaio de virulência < BAGALHI, 1987), procedeu-se o 

rei so 1 amen to do fungo semeandc-se esporos fúng i c os cc 1 et ades 

da superfície do inseto, bem como todo o corpo do inseto após 

assepsia e lavagem em hipoclorito de Sódio 0,5¾ por 3 - 5 

minutos, em MC e Micosel (contém cloranfenicol e actidione). 

3.12. Bioensaio 

linhagens 

para avaliaç;ão do. virulência das 

Eé, E9 e Compostos híbridos Eé/E9 em 

lagartas de Diatra«a sacbacalit 

Foram 

Composto2-2, 

ut i 1 izadas a<:, 1 inhagens 

Composto2-3 e Compo�to2-4 

E6, E9, Compost 02-1, 

<Tabela 1), todas 

recentemente isoladas de larvas de Chalcodermys bimaculatus e 

cultivadas pela 32 vez em 

�.sachacalis foram emergidas 

contendo 107 conídios/ml e 

MC. Lagartas do 32 

por 10 segundos 

mantidas em p 1 acas 

instar de 

em soluç;ão 

com dieta 

apropriada. A porcentagem de mortalidade foi avaliada em 10 

repetiç;Ões com 4 lagartas/repetição, durante um período de até 

10 dias. Este experimento foi realizado pela Dra. Artemísia 

Vi 1 as-Boas junto à Estação Experimenta 1 de Cana-de-aç:úcar de 

Carpina - Pernambuco - IAA/PLANALÇUCAR. 
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3.13. Preservação e avaliação da viabilidade e 

estabilidade genética� 

Linhagens selvagens, mutantes e recombinantes de 

tt.anisopliae e I.eseudpkoningii foram cultivados em meio 

até a obtenção Me um bom completo <HC> ou MC + ade, 

crescimento e esporulação e a seguir preservadas empregando os 

seguintes procedimentos: 

a) Crescimento contínuo em tubos inclinados, mantidos 

vedados

ambiente,

{repiques)

com magiplastic à 28º C e temperatura 

protegidos de luminosidade. Novos cultivas 

foram realizados após períodos de pelo 

menos 3 meses, embora tubos com cultura tenham sido 

assim mantidos e avaliados por períodos de até 12 

meses. 

b) Crescimento em tubos inclinados e recobertos com óleo 

mineral Nujol esterilizados; manutenção à temperatura 

ambiente. Cultives para recuperação de novas colônias 

foram realizados fazendo-se uma drenagem prévia do 

óleo mineral. 

e) Blocos de cultura em agua destilada esterilizada

<método de CASTELLANI, 1939). Os blocos de cultura de

cerca de 4 mm2 foram sempre obtidos de colônias jovens
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crescidas em placas de petri. Estes eram colocados em 

frascos com água e a seguir vedados e mantidos a 

temperatura ambiente. A recuperação da colônia foi 

realizada semeando-se estes fragmentos em placas de 

petri com meio de cultura. 

d) Crescimento

Suspensões 

contendo 

e 

de 

solo 

autoclavagens. 

dormência 

conídios 

em solo esterilizado. 

foram semeados 

argiloso esterilizados 

Após cultivo a 28° C 

em 

por 

estes 

tubos 

duas 

foram 

mantidos vedados com algodão à temperatura ambiente. A 

recuperac;:ão de colônias foi realizada semeando-se 

grânulos 

cultura. 

de solo sobre placas contendo meio de 

e) Dormência em sílica-gel <método de PERKINS, 1962) 

Tubú:. de 8-100 mm preenchidos até a metade com sílica 

gel previamente peneirada foram esterilizados e a 

sílica desidratada em forno de 180° C por 3 horas. 

Suspensões de conídios preparados com leite molice 

desnatado à 5¾ foram adicionados aos tubos com sílica 

(1 m1/tubo) mantidos em banho de gelo-água (30 a 60 

minutos>, vedados com algodão. Após um período de 1 a 2 

semanas quando os cristais de sílica apresentaram-se 

secos e soltos, os tubos foram vedados com magiplastic 

e mantidos a temperatura ambiente. A recuperação de 

colônias foi realizada semeando-se cristais de sílica 
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sobre placas contendo meio de cultura. 

Utilizou-se pelo menos 15 tubos ou frascos para cada 

linhagem de tl.anisopliae em cada tratamento. Para 

I-e11udokonin;ii. utilizou-se de 2 a 3 tubos ou frascos por

1 inhagem, porem empregando apenas os métodos de preservação 

por crescimento contínuo e de blocos de cultura em água. 

O índice de viabilidade para cada método de preservaçao 

foi obtido pela média dos dados de recuperação de colônias das 

diferentes linhagens selvagens e mutantes. 

A análise da estabilídad� genética foi realizada através 

da frequência de reversão das marcas auxotróficas e

morfológicas dos mutantes. 
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4. RESULTADOS E DISCUssao

4.1. CRUZAMENTOS EM H- aoísopliae 

4.1.1. Obtenç:ão de 

recombinantes 

suplementaç:Ões 

heterocários 

em meios 

e seleção 

seletivos 

de 

com 

Utilizando 1 inhagens parent ais com uina ou duas marcas 

auxotróficas e uma morfológica, pôde-se obter películas 

heterocarióticas em MM + 4¾ MC em todas combinações avaliadas 

<Tabela 6), as quais continuaram a crescer em placas contendo 

apenas MM (Tabela 7). Embora a complementação gênica para as 

marcas auxotróficas aparentemente tenha ocorrido em todos 

estes heterocários originais, o mesmo não se observou com 

relação às marcas morfológicas onde a coloraç:ão mesclou entre 

ambos os tipos parentaís e o verde selvagem ou mesmo 

apresentou zonação entre o centro e a periferia da colônia 

<Tabela 7) Este tipo de 

desbalanciamento zonal também 

complementaç:ão parcial ou 

foi observado em heterocários 
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TABELA 6 - Obten,ão de películas 

H.ani50p)ia1 em MM + 4¾ MC

heterocarióticas 

Linhagens Forma,ão de película 

1 

7 

8 

20 

1 + 8 + 

3 + 17 + 

7 + 17 + 

7 + 20 ++ 

e + 20 ++ 

(-) Não crescimento (observado nas linhagens isoladamente) 

(+) Crescimento pequeno 

(++) Crescimento normal 
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TABELA 7 - Características de crescimento de heterocários 

Heterocário 

1+8 

3+17 

7+17 

7+20 

8+20 

simples de H.anísoplíae 

Coloração e outras observações 

branco amarelado <15 dias> passando a verde 

amarelado (30 dias),crescimento le�to e pre

sença de setores 

Colônias verde-violáceas 

Colônias verde-violáceas 

colônias veroe violáceas e colônias amarelas 

isoladas 

amarelo claro (semelhante parental 20) na 

periferia e amarelo intenso < semelhante pa

rental 8) no centro do heterocário 
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secundários provenientes de pontas de hifas dos heterocários 

originais (Tabela 8) ' onde, além dos aspectos de não-

complementac;:ão morfológica, ot;,servou-se também apenas o 

crescimeno residual de um dos parentais < 17) nas combinaç;Ões 

3+17 e 7+17, o que evidencia uma situação não homogênea 

com relaç;ão à dístribuiç;ão e interaç;ão gênica dos núcleos nas 

colônias heterocarióicas de tt.anisopliae. A proporc;:ão entre os 

tipos parent ais também aponta para uma natureza não homogênea 

dos heterocários, uma vez que esta foi de 3,7(1): 1(8) para o 

heterocário 

1 e 7 > : 2 e ee > 

1+8 pH1 <Tabela 9) 

respectivamente para 

e de 1,6(7)· 1,0(20) e 

o 1Q e 2Q experimento do 

heterocário 7+20 PH1 <Tabelas 10 e 11). 

A selac;:ão de recombinantes, efetuada em duas etapas, se

meando primeiramente suspensões de conídios em MM e MM com su

plementac;:Ões <MMS) com posterior otenc;:ão de Cf>lÔnias monospó

ricas em MC, foi realizada para os heterocário� 1+8 pH1 e 7+20 

PH1. A frequência média de obtenç;ão de colônias cm MM e MMS 

variou de 3, 1 10-4 a 1.10-1 <Tabelas 12, 13 e 14), sendo que

para um mesmo heterocário (7+20) esta foi ligeiramente menor 

em heterocário original (Tabela 13) quando comparado com hete

rocário secundário de ponta de hifa (Tabela 13 e 14). A carac

terizac;:ão morfológica e auxotrófica das colônias monospóricas, 

bem como alguns setores, demonstrou ocorrência de recombinan

tes principalmente do tipo prototrófico, alguns com prototro

fismo parcial, com e sem a marca morfológica <Tabelas 15, 16 e 

17), e recombinantes auxotróficos simples ( uma só marca), 
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TABELA 8 - Caract erísti cas de crescimento de heterocários 

provenientes de p ontas de hifas de tt.anisopliae. 

Heterocário 

1+8 ph1 

7+20 ph1 

7+20 phia 

8+20 ph1 

3+17 ph1 

7+17 Phi 

Repetiç;ão 

I 

II 

I 

II 

I 

II 

I 

II 

I 

II 

Coloraç;ão do 

heterocário 

branco amarelado 

verde amarelado 

amarelo (bordas), 

violeta (centro> 

amarelo (bordas), 

violeta (centro> 

ama.relo 

amarelo 

amarelo 

amarelo 

Vigor de 

crescimento 

++ 

++ 

+++ 

+++ 

+ 

++ 

+ 

+++ 

* 

* 

+ a +++ representa crescimento de pobre a vigoroso

Setores 

ausente 

ausente 

ausente 

presente 

ausente 

ausente 

ausente 

ausente 

ph1a = heterocário secundário proveniente de colônia heterocariótica 

totalmente amarela 

* Crescimento residual apenas do parental 17

- = não avaliado
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TABELA 9 - Número de colônias obtidas em MC a partir de 

conídios do heterocário 1+8 phi de H.anisopliae para 

estimar a concentrac;:ão de conídios (i) e a proporc;:ão

entre parentais (ii). 

Diluic;:ão da 

suspensão de 

conídios 

10-5

Rei:,et ic;:ão 

I 

II 

I 

II 

Parental Total 

1 8 

0 0 0 

5 1 6 

30 10 40 

23 7 30 

i) Concentrac;:ão de conídios na suspensão inicial = 

3,2.107 conídios/ml

ii) Proporc;:ão entre parentais = 3, 7 (1> 1(8). 
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TABELA 10 -Número de colônias obtidas em MC a partir de 

conídios do heterocário secundário (de ponta de 

hifa) 7 + 20 de .l'1.anisop1iae para estimar a 

concentrac;:ão de conídios (i) e a proporç:ão entre 

parentais (ii) - 1Q Experimento. 

Diluii;:ão da 

suspensão de 

conídios Repetic;:ão 

I 

II 

I 

II 

Parental 

7 20 Tot a 1 

1 0 1 

1 0 1 

6 4 10 

7 4 11 

i> Concentraç:ão de conídios na suspensão inicial = 1 10 7 

conídios/ml

ii) Proporc;:ão entre parentais = 1.6(7): 1,0(20)
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TABELA 11 - Número de colônias obtidas em MC a partir de 

conídios do heterocário 7+20 ph1 de tl.anisop1iae 

para estimar a concentração de conídios (i) 

proporção entre parenta1s (ii) - 2Q Experimento

e a 

------------------------------------------------------------

Diluição da 

suspensão de 

conídios Repetição 7 

Parental Total 

20 

-------------------------�-----------------------------------

I 1 0 

II 0 2 

I 14 17 

II 5 22 

i) Concentração de conídios na suspensão 

2,2.10 7 conídios/ml

ii) Proporção entre parentais = 1(7 ) 2 < 20 > 

1 

2 

31 

27 

inicial = 



TABELA 12 - Frequência de obten�ão de colônias a partir da 

semeadura 

heterocário 

de 

1+8 

suspensões 

de 

diferentes meios seletivos 

de conidios 

t1.anisoplia1. 

--------------------------------------
----------------------

Meio 

seletivo 

Dilui<;:ão da 

suspensão de conidios 

Frequência 

( .10-5) 

-------------------------------------
-----------------------

MM 

MM+ade+lis 

MM+ade+pir 

MM+pro+pir 

10-2

10-3

10-2

10-3

10-2

10-3

10-2

10-3

2 

0 

93 

31 

62 

0 

60 

0 

--------------------------------
--------------

-------------

Média 31 ± 36,5 

-------------------------------------------
----------------

do 

em 



TABELA 13 - Frequência de obtenç:ão de colônias a partir da 

semeadura de suspensoes de conídios do 

heterocário original e heterocário secundário 

(ponta de hifa) 7 + 20 d e .t:1. ao í sop 1 i ae 

o 
diferentes meios seletivos - 1- Experimento. 

-----------------------------�-------------
----------------

Meio 

Seletivo 

MM 

MM + b10 + ade 

MM + bio + leu 

MM + met + ade 

MM + met + leu 

Frequência e x 10-3)

Heterocário 

original 

2,5 

2,0 

15,0 

secundário 

80,0 

100,0 

100,0 

--------------------------------------------------------
--

Média 6,5 ± 7,3 9,3 ± 11,5 

em 

< -) Não estimado devido a crescimento confluente, não 

crescimento de colônias, ou contaminação 



TABELA 14 - Frequência de obtenção de colônias a partir da se

meadura de suspensões de conídios do heterocário 

Meio 

seletivo 

7+20 ph1 de ,tl.anisop1iae. em diferentes meios 

seletivos - 22 Experimento 

Di l iuição da 

suspensão de conídios 

Frequência 

(10-3} 

---- --------------------------------------------------------

MH+bio+1eu 

MH+bio+ad1: 

MH+met+leu 

MH+met+ade 

Média 

10-2

10-3

10-2

10-3

10-2

10-3

10-2

10-3

10-2

10-3

C* 

> 100

e 

> 100

e 

> 100

e 

)100 

e 

> 100

* C = crescimento confluente, impossível determinar a frequên

cia 

'5't 



TABELA 15 - Marcas genéticas das colônias monospor1cas do 

heterocário 1+8 ph1 de .t::t.anisop1iae selecionadas 

em diferentes meios seletivos. 

-----------
------------------------------------

--------------------

Meio 

seletivo 

Número de colô

nias analisadas 

Marcas genéticas 

Parental 

1 8 Recombinantes• 

-----------
---------------------------------------

-----------------

MM 2 

MM+ade+pir 4 

MM+ade+lis 2 

MM+pro+pir 4 

MM+pro+1is 6 

(0) ( 0) 

(0) ( 2) 

(2) ( 0) 

(0) ( 2) 

(0) (2)

�lo prototrófico (1) 

�lo pir lis/PIR LIS<1>** 

�lo pir 1ís/PI� LIS<2> 

�lo pir lis/PIR LIS<2> 

�lo pir lis/PIR LIS<4> 

-------------------------------------------
-----------------------

Total 18 (2) (6) (10) 

------------
---------------------------------

-------------------
---

Frequência de recombinantes = 10/18 = 0,55 

* < ) = Entre parênteses está o número observado

** ::110 pir 1ís/PIR LIS = Prototrofismo parcial, com cresci

mento lento em MM 

ó0 



TABELA 16- Marcas genéticas das colônias monospóricas 

recombinantes obtidas do heterocário 7 + 20 de 

o 
tt.anisopliae - 1- Experimento 

Meio 

seletivo 

MM 

MM + bio + ade 

MM + bio + leu 

Número de 

colônias 

analisadas 

6 

5 

8 

19 

Frequência de recombinantes = 1/19 

Recombinantes 

0 

0 

01 prototrófico* 

1 

* Apresentou emissão de setor recombinante vio ade

e':, :l. 



TABELA 17- Marcas genéticas das colônias monospóricas e 

Meio 

seletivo 

setores provenientes do heterocário 7+20 phi 

de H.anisopliae selecionadas em diferentes meios

seletivos - 29 Experimento 

Número de colô

nias analisadas 

Parental 

7 20 

Marcas genéticas 

Reccmbinantes* 

----------------------------------------------------------------------

MM 

MM+bio+leu 

MM+bio+ade 

MM+met+leu 

MM+met+ade 

�e 

MC 

HH+met+leu 

Total 

10 

8 

10 

10 

10 

SETORE�: 

S1 

S2 

S3 

S4 

S5 

48 colônias 

5 setores 

( 0) 

( 0) 

( 0) 

(0) 

(0) 

(0) 

(0) 

(5) 

( 1) 

(10) 

( 4) 

(10) 

( 1) 

(31) 

( 1) 

Frequência de  recombinantes = 17/48 = 0,35 

* ( ) = Entre parênteses está o número observado 

verde 

verde 

!110 

�lo 

�lo 

vio 

prototrético 

prototrófico 

protOl,�rJCO 

prototrófico 

vio met (3)

vio ade

prototrófico 

prototrófico 

vio met 

( 17} 

(4) 

(5) 

(2) 

i 5 > 

( 3) 

ó2 



sendo que em um dos setores (vio ade) as marcas morfológicas e 

auxotróficas eram provenientes de parentais distintos (Tabela 

17) 

Colônias tipo parentais sempre foram detectadas ao lado 

dos recombinantes em todos os heterocários, devido 

provavelmente à rontinuidade de crescimento heterocariótico ou 

até mesma sintrofismo nos meios seletivos com suplementaçÕe'=> 

Isto gera dificuldades na estimativa da frequência de 

recombinantes nestes heterocários, com tendências a uma 

super-estimativa do fenômeno, principalmente se a obtenção de 

colônias monospóricas e caracterização auxotrófica não for 

cuidadosamente efetuada. Colônias Parer.tais com dupla 

auxotrofia podem ser facilmente confundidas como recombinantes 

com três ou 

principalmente 

até 

quando 

mesmo quatro 

se trabalha com 

marcas auxotróficas, 

grandes numeres de 

colônias e com inoculac;;:Ões em alc;;:a tipo multifio (Tabela 18), 

uma vez que nestas condic;;:Ões a fa1t a de conídios em 

determinadas inoculac;;:Ões ocorre com uma certa frequência 

devido provavelmente a baixa esporulac;;:ão e crescimento lento 

das colônias, características estas presentes na maioria dos 

mutantes morfológicos e auxotróficos de tl.anisopliae.Este fato 

pode explicar em partes as diferenc;;:as de resulatados entre os 

aqui obtidos e o observado por VALADARES < 1989), COSTA < 1989) 

e VEGA <1990), onde a maior frequência foi de recombinantes 

com três ou quatro marcas auxotróficas. Mesmo tomando estas 

precauç:Ões, a frequência de recombinantes parameióticos 



TABELA 18- Marcas genéticas das colônias monospóricas 

do heterocário 12+20 de .t1 provenientes 

anisoeliae, 

multi-fio 

caracterizadas utilizando alç:a 

------------
----------------------------------------------------------------------------

Colônia 

original 

Meio Número de colô-

seletivo nias analisadas 

Marcas genéticas 

Parental 

12 Recombinantes li 

-------------
---------------------------------------------------------------------------

MM 26 

2 HH 26 

3 1111 26 

4 HH 26 

5 HH 26 

6 MI'! + met 26 

< 2) (24) 

(25) ( 1> 

( 17) (7) 

< 0) (26) 

(16) ( 8) 

(20) C 5)

(0) 

(�) 

aet lis leu ade (2) 

(0) 

ltt lis leu idt (2) 

11t lis leu ade (1) 

------------
---------------------------------------------------------------------------

li<> Entre parênteses está o número observado 

A recaracterização individual destes "recombinantes" demonstrou que todos são narea

lidade do tipo 1et lis (parental 12> 



aqui obtida (pelo produto entre a frequência de colônias nos 

meios suplementados com a frequência de recombinantes nas 

colônias monospóricas ) , como sendo de 1. a 1.10-4,

pode estar super-estimada devido ao alto número de colônias 

obtidas nos meios seletivos sup 1 ementados onde, além de 

recombinantes, também devem estar crescendo colônias 

heteracariót icas e/ou sintróficas. Apesar da taxa de reve:são 

das marcas 

relativamente 

VEGA, 1990) , 

prototróficas 

descartada, 

auxotróficas em amostras de conídios ser 

baixa (menor que 1.10-7, BAGALHI, 1987; 

a possibilidade de ocorrência de colônias 

devido reversao não pode ser totalmente 

principalmente pelo fato destas linhagens terem 

sido obtidas há cerca de 5-6 anos e, em a 1 guns casos, estarem 

apresentando 

morfológicas 

preservai;:ão 

genética> 

instabilidade genética com reversão de marcas 

e auxotróficas durante este período de 

( ver· cap. 4 5. Preservaç:ão e estabilidade 

4. i . 2. Se 1 ei; ão de recombinantes 

enriquecimento por filtraç:ão 

utilizando método de 

Adaptado dos métodos de enriquecimento para obtenç:ão de 

mutantes, procurou-se desenvolver um método de enriquecimento 

por filtrai;ão 

quantificaç:ão de 

que possibilitasse uma melhor obtenç:ão 

recombinantes c om marcas auxotróficas 

e 

de 



ambos parentais. Neste tipo de procedimento o esperado e

eliminar os conídios tipo parentais, recombinantes 

prototróficos e auxotróficos com apenas uma marca (7/16 do 

total), e manter os conídios recombinantes com duas, três ou 

quatro marcas auxotróficas de ambos parentais (9/16 do total, 

considerando que ambos parenta is tenham duas marcas 

auxotroficas, Tabela 5) 

Realizando esta metodo109ia no heterocário 1+8 pH1 de .t:1. 

anisopliae, conseguiu-se uma boa eliminaç:ão de conídios, de 

forma que o número de conídios inicial de cerca de 1 106 

passou para 1.102 , proporcionando uma taxa de enriquecimento

(tE) de 104 <Tabela 19)

recombinantes haplóides 

MMS como sendo 

Considerando a frequência geral de 

obtida por semeadura em MM e 

de 1. 10-5, pode-se deduzir umaao redor 

frequência esperada para os Raux 2 após a filtração no valor de

5,6 10-2 <Tabela 20). No entanto, após ter analisado cerca

de 80 colônias detectou-se apenas tipos parentais <Tabela 

20) Apesar da possibilidade 

partes dos Raux2 durante as

de estar ocorrendo perdas 

filtraç:Ões, a não detecdio 

de 

de 

recombinantes neste tipo de experimento pode sugerir- que a 

frequência 

realidade 

de recombinantes haplóides parameióticos na 

nao ocorre em frequências tão elevadas quanto 

inicialmente se pensou ocorrer, pelo menos para .t:1. anisopliae. 

Outra possibilidade e a de ocorrer uma selei;:ão a nível de 

heterocário de forma que nem todas as combinações poss1ve1s 

possam ser segregadas em conídios, podendo prevalecer os 



TABELA 19 - Número de coníd10s inicial <nC 1 ),final <nCf) e 

taxa de enriquecimento <tE) para obtenção de 

recombinantes com marcas auxotróficas de ambos 

parentais - Heterocár10 de tl.anisopliae 1+8 ph1 

Parâmetro* Valor estimado 

nCi 

nCf 

tE 

* nCi - obtido pela contagem em câmara de Neubauer

nCf - obtido por semeadura e contagem das colônias em MC+ade

tE - obtido pela razão entre nCi / nCf

67 



TABELA 20 - Número de colônias parentais e recombinantes 

Repet ü:ão 

obtidos e esperados apos enriquecimento por 

fí1tração CtE = 10 4 )- Heterocár1.o de 1:1.anisopliae 

1 + 8 ph1 

nQ de colônias 

analisadas 

Parental 

1 8 

Harcas Genéticas 

Recombinantes 

esperado* observado 

----------------------------------------------------------------
--------

41 4 37 2,3 0 

II 45 38 7 2,5 0 

--------------------------------------------------------------
----------

Total 86 42 44 5,5 0 

---------------------------�---�---------------------------
--------------

* A frequência esperada foi obtida pela equação:

f1Raux2 = tE . fRh . k, considerando fRh = 1.10-5 e k = 9/16



recombinantes prototróficos sobre auxotróficos, principalmente 

pelo fato dos heterocários serem mantidos em MM. 

4.1.3. Reisolamento de 1inhagens selvagens Eó, E9 e 

compostos híbridos E6/E9 de .tt.anisop1iae do 

ir.sPto Cbalcodermus bimaculatus e virulência em 

lagartas de Oiatraea saççbaralis. 

A partir de larvas e insetos adultos de L bimaculatus 

infectados por 11. aniscpliae, obtidos em bioensaio realizado 

oor BAGALHI <1987) onde observou-se que um composto híbrido 

(composto 2), formado pela mistura de conídios de 16 colônias 

recombinantes 

apresentava 

verdes prototróficas obtidas de Eó-8/E9-20> 

virulência igual ou superior as linhagens 

parentais selvagens, procedeu-se o reisolamento do fungo em 

meio de Micosel, o qual contém c1oranfenico1 e actidione

(inibe o crescimento de fungos saprofíticos mas não o de 11.

10iIQP1111) Conídios coletados da superfície externa de 

larvas infectadas produziram culturas positivas em todas as 

linhagens avaliadas (Tabela 21) 

corpo todo de insetos adultos 

Ut i 1 izando, no entanto, 

infectados tratados 

o

com 

hipoc1orito de sódio obteve-se cultura apenas para a linhagem 

Eé <Tabela 21) O melhor isolamento a partir de larvas pode 

estar relacionado ao fato de que estas são mais eficientemente 

parasitadas pelo fungo em rela�ão aos insetos adultos 



TABELA 21 - Reisolamento de 11.anisoplia,e de larvas 

Chalçodermus bimaçylatus infectadas 

------------------------------------------------------------------------

Procedimento Linhagem Cultura 

------------------------------------------------------------------------

Semeadura de esporos da E6 + 

superfície externa da E9 + 

1arva Composto 2-1 + 

Composto 2-2 + 

Composto 2-3 + 

Composto 2-4 + 

Semeadura do corpo do E6 + 

inseto após assepsia em E9 

NaOCl Composto 2-1 

Compo<;.t o 2·-2 

Composto 2-3 

Composto 2-4 

---------------------------------------------------------
---------------
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<BAGALHI, 1987), o que deve proporcionar maiores quantidades 

de material fúngico viável 

As 1 inhagens E6, E9 e quatro subpopu 1 aç:Ões do composto 2 

todos reisolados de .e_. bimaculatus, foram também avaliadas 

quanto a virulência em lagartas de Diatraea sacçharalis. A 

Percentagem de mortalidade variou entre as subpopuiac;:ões do 

composto 2, 

linhagem E9, 

sendo que para uma destas, foi equivalente a 

onde se alcançou um maior índice com 80¾ de 

mortalidade (Tabela 22) .Este resultado suporta a hipótese da 

heterogeneidade genética dos compostos bem como da 

possibilidade de obtenção de linhagens recombinantes com maior 

potencial para o controle biológico pela aplicação de 

compostos híbridos seguida de reisolamento fúngico dos insetos 

mortos < BAGALH I, 1987; BAGALH I & AZEVEDO, 1987) . 

4.1.4 Análise do grau de ploidia de .tt. anisopliae pelo 

crescimento em meio contendo Benomi1 

Recombinantes prototróficos com e sem marca morfológica 

bem como o composto 2-1 <reisolado de .e_. bimaculatus), todos 

obtidos do cruzamento E6-8/E9-20, foram ava 1 ia dos com re 1 aç: ão 

à produção de setores coloniais em MC contendo diferentes 

concentrai;:Ões de Benomil, agente haploidizante CUPSHALL et 

al., 1976). O crescimento das colônias tende a ser diminuído a 

'./ i. 



TABELA 22 - Porcentagem de mortalidade de lagartas de Diatraea 

11cc;b1ra11, após 10 dias de aplicaç:ão das 

linhagens E6, E9 e compostos híbridos E6/E9 de 

11.anisopliae.

---------------------------------------------------
---------

Linhagens* ¼ de mortalidade 

----------------------------------------
--------------------

Eé 65 

E9 80 

Composto 2-1 55 

Composto 2-2 55 

Composto 2-3 75 

Composto 2-4 80 

--------------------------------------------------
----------

*Todas as linhagens haviam sido recentemente isoladas de .C..

bimaculatus, e cultivadas por três ciclos de crescimento em

MC 



medida que a concentrac:ão da droga aumenta, havendo uma forte 

inibic:ão com 2 ug/ml e inibic:ão quase que total com 4 ug/m1 

<Tabel'a 23) Detectou-se o aparecimento de pequenos setores em 

duas colônias recombinantes na concentrai;:ão de 2 ug/ml de 

Ben1ate. Estes setores, além de pequenos, eram prototróficos e 

apresentavam um aspecto degenerado com baixa ou mesmo 

inexistência de esporulac:ão, o que sugere a ocorrência de 

eventos recombinacionais do que uma possível diminuição do 

grau de ploirlia Para a formac;: ão dos mesmos. Apesar das 

evidências indicaram uma condiç:ão de haploidia, não se pode 

descartar totalmente a hipótese desses recombinantes se 

apresentarem na forma aneup1Óide ou 

relativamente estáveis 

4.2. Cruzamentos em I ps�udokoningii 

4.2.1. Obtenc:ão de 

recombinantes 

suplementações 

heterocários e 

utilizando meios 

hiperhap1Óide 

selec:ão 

seletivos 

de 

com 

Antes de iniciar a obtenção de heterocários, realizou-se 

uma recaracterização das linhagens mutantes de 

I pseudokoninsii obtidas por FURLANETO (1989), onde confirmou-

se que todas as linhagens apresentam duas marcas 



TABELA 23 - Tamanho da colônia (mm)* de recombinantes 

Linhagem 

prototróficos simples e composto híbrido 

<E6/E9> de tl.anisop1iae reisolados de inseto em MC 
+ Benlate ( 0,5; 1,0; 2,0; 4,0 ug/ml) após 5 e 9 

dias de crescimento

Número _________ MC+Ben __________ 
Repetição de dias 0,5 1, 0 2,0 4,0 

------------------------------------------------------------

820.1 I 5 15,0 9,5 2,0 0,0 

!:j}O preto- 9 29,5 23,0 6,5 2,0 

trófico II 5 15,0 9,0 2,0 1, 0 

9 30,0 23,0 8,5 2,5 

III 5 14,5 9,0 1, 0 0,0 

9 29,0 c:J,5 4,0 3,0 

IV 5 14,0 9,5 3,0 1, 0 

9 28,0 23,5 9,0 3,0 

820.4 I 5 16,5 13, 0 3,0 2,0 
verde prato- 9 35,0 29,5 8,0 2,0 

trófico 

II 5 16,5 11, 0 5,0 2,0 

9 34,5 27,5 9,0 2,0 

III 5 16,5 14,0 3,5 0,0 

9 34,0 31, 0 9,0 0,0 

IV 5 16,0 11, 5 3,0 0,0 

9 33,0 29,0 14,0 0,0 

820.9 I 5 18,0 12,0 4,0 0,0 

verde prato- 9 34,5 29,5 6,5 0,0 

trófico 

II 5 17,0 12,0 3,0 2,0 

9 34,0 30,0 11, 0 2,0 

III 5 16,5 12,0 2,0 1,0 

9 33,5 29,5 4,0 2,0 

IV 5 17,5 13,5 3,0 0,0 

9 33,5 31, 0 8,5 0,0 

Continua 

?4 



TABELA 23 - Continuai;:ão 

Número _________ MC+Ben __________ 

linhagem Repet ii;:ão de dias 0,5 1, 0 2,0 4,0 

------------------------------------------------------------

Composto 2.1 I 5 17,0 10,0 7,0 5,0 

verde prato- 9 34,0 28,5 11, 0 7,0 

trófico II 5 16,0 9,0 3,0 1, 0 

9 33,0 26,5 3,0 1,0 

III 5 17,0 12,0 7,0 0,0 

9 32,0 29,5 1? 0 0,0 

IV 5 16,5 13,0 0,0 0,0 

9 34,0 25,5 2,0 0,0 

- Em negrito estão assinaladas as colônias onde houve surgi

mento de setores, os quais continuaram prototróficos, porem

com uma morfologia alterada (colorai;:ão violácea ou aspecto 

degenerado, praticamente sem esporulai;:ão) 

* Médias obtidas entre os diâmetros maior e menor
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auxotróficas (Tabela 24), sendo que Tp1 e Tp2 apresentam 

também coloração branca, Tp3, Tp4 e Tp5 colorac;;:ão amarela, 

enquanto Tp6 e Tp7 coloração verde selvagem 

Combinando conídios de linhagens parentais com marcas 

morfológicas e auxotróficas complementares e empregando os 

procedimentos: i) normal com obtenção de película em MM + 2 e

4¾ MC e passage;r. para MM, ii) utilização de papel de filtro 

como substi-ato e iii) utilização de parentais submetidos a

1rradiac;;:ão com 1uz U.V. e choque térmico, diversos 

heterocár1os foram estabelecidos e avaliados com relai;ão a 

ocorrência de recombinantes. 

Het eroc ár i os normais 1 +4 e 2+3 foram fac i 1 mente obtidos 

tanto em MM+2 como 4¾ de MC e em placas com MM apresentaram 

colorai;ão verde selvagem com presença de pontos ou tufos 

conidiais brancos e amareles <Tabela 25) A proporç:ao entre 

parentais nestes heterocários fci de 2(1): 1(4) e 1(2) · 1(3), 

respectivamente para 1+4 e 2+3 <Tabelas 26 e 27). Colônias 

verdes, muito provavelmente heterocarióticas, foram também 

obtidas quando suspensões de conídios em MM+4¾ de MC das 

linhagens Tp2 e Tp3 foram semeadas de forma sobreposta em 

fragmentos de papéis de filtro esterilizados (Tabela 28) A 

proporção entre parentais neste heterocário (denominado 2+3P) 

foi de 3(2): 1(3) <Tabela 29) Num terceiro procedimento, 

linhagens parentais Tp2 e Tp3 foram submetidas ou não a 

tratamentos de irradiação e choque térmico e a seguir 

combinadas entre si <2+3) para obtenção de heterocários. 



TABELA 24 - Recaracteriza�ão das 1inhagens mutantes de 

I.eurudokoninqii pela presença C+) ou ausenc1a

( - ) de crescimento em MM com diferentes 

suplementa�ões 

Meio linhagens 

1 2 3 4 5 6 7 

MM 

MM+ leu 

MM+ ribo 

MM+ lis 

MM+ arg 

MM+ ade 

MM + nic 

MM+ met *R

MM + nic + met +

MM+ leu+ lis + 

MM+ ribo + ade + + 

MM+ ribo + arg + 

MM+ leu+ Tio + 

MM+ leu+ arg + 

* R = Pequeno crescimento residual 

Tp1 = whí4 1eu1 arg1 

Tp2 = whi4 1eu1 tío1 

Tp3 = �1o5 ríb1 arg2 

Tp4 = �1o5 ríbi adei 

Tp5 = �1o5 1eu2 lis1 

Tp6 = arg3 rib2 

Tp7 = nici meti 



TABELA 25 - Obten�ão de heterocários normais 

I.eseudokoninsii

Cruzamento Obtenção de películas Coloração do heterocárío 

MM+2¾MC 

1 + 4 + 

2 + 3 + 

MM+4¾ MC 

+ 

+ 

verde com pontos brancos 

e amareles 

verde com pontos brancos 

e amarelos 
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TABELA 26 - Número de colônias obtidas em MC a partir de 

Diluiç:ão da 

suspensão de 

canídios 

conidios do heterocário 1+4 de I.pseudokoninqii 

para estimar a concentraç:ão de conídios (i) e a 

proporç:ão entre parentais (ii) 

Parental Total 

Repetiç:ãa 1 4 

I 24 12 36 

II 29 14 43 

III 22 12 34 

75 38 113 

i) Concentraç:ão de conídios na suspensaa inicial

= 3,7 10 7 conídios/m1

ii) Proporção entre parentais = 2(1): 1(4)

79 



TABELA 27 - Número de colônias obtidas em MC a Partir de 

Diluic;:ão da 

suspensão de 

conídios 

Total 

conídios do heterocárío 2+3 de I.eseudokoningii 

para est ímar a concent rac;:ão de con ídos ( i) e a 

proporc;:ão entre parentais (ii) 

Parental Total 

Repetii;:ão 2 3 

I 19 20 39 

II 27 27 54 

III 19 14 33 

65 61 127 

i) Concentraç:ão de conídios na suspensao inicial

= 4,7 10 7 conídíos/ml

ii) Proporc;:ão entre parentais = 1(2): 1(3)



TABELA 28 -Obtenção de heterocários 2+3P P!Tl I. 

e11udokonin;ii, ut i 1 izando papel de fi 1t ro 

embebido com MM + 4¾ MC como substrato 

Tratamento 

i 

2 

3 

Obten,ão de heterocário 

+ 

+ = positivo para forma,ão de heterocário 

= negativo para forma,ão de heterocário 

8i 



TABELA 29 - Número de colônias obtidas em MC a partir de 

Diluiç:ão da 

suspensão de 

conídíos 

conídios do heterocário 2+3P de .Ieseudoko-

nin9ii para estimar a concentra,ão de conídios 

(i) e a propori;ão entre parenta1s (ii)

Parental Tot a 1 

Repet1ç;ão e 3 

I 10 4 14 

II 8 3 11 

I 114 22 136 

II 119 35 154 

i) Concentraç;ão de conidíos na suspensão

inicial = 1,3 . 10 7 conídios/ml

ii) Proporç;ão entre parentais = 3(2) • 1(3)



Apesar de uma acentuada diminuiç:ão da viabilidade dos conídios 

após a irradiaç:ão e choque térmico (Tabela 30), estes quando 

combinados entre si estabeleceram crescimento de pe1 ículas em 

MM + 4¾ MC em todos os tratamentos, porém, quando semeadas em 

placas com apenas MM apenas se observou crescimento 

heterocariótico nos tratamentos A,D e G onde o parental Tp3 

não sofreu irradiaç:ão nem choque térmico, e no tratamento E 

onde ambos parentais sofreram apenas irradiaç:ão com luz UV 

(Tabela 31) Estes heterocários apresentaram características 

semelhantes aos heterocários normais, ou seja, coloraç:ão verde 

com pontos brancos e amarelos; a presenç:a de setores, também 

avaliado, não foi detectada <Tabela 31). O heterocário 

proveniente do tratamento E (2+3E> foi avaliado com relaç:ão a 

proporção entre parentais onde se observou ser de 1,4(2): 1(3) 

<Tabela 32) e também quanto a presenç:a de recombinantes 

<Tabelas 36 e 40).

A seleç:ão de recombinantes, efetuada em duas etapas como 

em tt.anisopliae. foi realizada para os heterocários 1+4, 2+3,

2+3P e 2+3E. A frequência média de obtenc:ão de colônias em MM 

e MMS foi bastante constante nos quatro heterocários, com 

pequena variaç:ão de 1, 0 a 4,9. apresentando-se 

ligeiramente menor no heterocário 2+3E, no qual ambos 

parentais receberam irradiaç:ão com luz UV <Tabelas 33, 34, 35 

e 36). A caracterizaç:ão morfológica e auxotrófica de colônias 

monospóricas provenientes das colônias selecionadas evidenciou 

ocorrência de recombinantes, os quais foram bastante variáveis 



TABELA 30 - Quantidade 

linhagens 

relativa 

e 3 

de conídios viáveis das 

de .I.eseudokoningii apos 

tratamento de irradiação com luz ultra violeta e 

choque térmico. 

Tratamento �>iabilidade dos 

conídios * 

Tp2To +++ 

Tp2Ti + 

Tp2TiC ++ 

Tp3To +++ 

Tp3Ti ++ 

Tp3TiC + 

* Obtida pelo crescimento em MC.

+ a +++ representa viabilidade, de baixa a nor

mal 

B4 



TABELA 31 - Obtenç:ão de heterocário em I.eseudokoningii,

utilizando parentais submetidos a irradiai;:ão 

com luz ultra violeta e choque térmico. 

---------------------------------------------------------------------------------------

Trata111ento 

Crescimento de 

película em 

HH + 4X HC 

Crescimento e produção 

de conídios da colônia 

heterocariótica em HH 

Colorado 

da colônia 

heterocaríótica 

Setores 

---------------------------------------------------------------------------------------

A +++ 

B ++ 

e ++ 

D +++ 

E ++ 

F ++ 

G +++ 

H ++ 

I + 

+++ 

++ 

+ 

+++ 

verde com pontos 

brancos e amarelos 

verde com pontos 

brancos e amarelos 

verde co111 pontos 

brancos e amarelos 

verde com pontos 

brancos e amarelos 

ausentes 

ausentes 

ausentes 

c1usentes 

+ a +++ representa crescimento de pobre a vigoroso

não crescimento 



TABELA 32 - Número de colônias obtidas em MC a partir de 

conÍdlOS do heterocário 2+3E de 

I. pseudokonin91i, para estimar a concentrai;::ão 

de conídios(i) e a proporç:ão entre parentais 

Diluii;ão da 

SUSPenção de 

conídios 

Parental 

Repetição e 

I 4 

I 26 

II 16 

I 

II 

* C = crescimento confluente

= não estimado 

3 

2 

19 

18 

Total 

6 

45 

34 

e* 

e 

i) Concentração de conídios na suspenç:ao inicial=

4,6.10 7 conídios/ml.

1i) Proporção entre parentais= i,4(2) :1(3) 



TABELA 33 -Frequência de obtenção de colônias a partir da 

semeadura de suspensões de conídios do heterocá

rios 1+4 de I.eseudokoningii, em diferentes meios

seletivos 

Diluição da suspensão 

de conídios 

10-1

10-2

10-2

10-2

10-2

10-2

Meio Seletivo 

MM 

MM 

MM + arg + ribo

MM + arg + arg

MM + leu + ade

MM + leu + ribo

Frequência* 

(>< 10-5> 

2,7 

5,4 

0,0 

12,0 

5,4 

4,0 

hJdia 4,9 ± 4,0 

Com exceção de três colônias brancas pequenas, uma obti-

da em MM + e duas em MM + arg + ade, todas 

são de coloração verde 

* Médias obtidas em duas placas

as demais 



TABELA 34 -Frequência de obtenção de colônias a partir da 

semeadura de suspensões de conídios do heterocá

r1os 2+3 de I pseudokoningii, em diferentes meios

seletivos 

Diluição da suspensão 

de conídios 

Média 

Meio Seletivo 

MM 

MM 

MM 1- leu + arg

MM + leu + ribo 

MM + tio + arg 

MM + tio + ribo 

Frequência* 

<x 10-5>

3,9 

2,6 

2,6 

1, 2 

4,7 

2,6 

2,9 ± 1,2 

Com exceção de três colônias brancas pequenas, uma obti-

da em MM + e duas em MM + tio + arg, todas 

são de coloração verde 

* Médias obtidas em duas placas

as demais 
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TABELA 35 - Frequência de obtenç;ão de colônias a partir

Diluic;:ão da 

suspensão 

de conídios 

10-1

1 0-2

10-1

10-2

10-1

10-2

10-1

10-2

10-1

10-2

Média 

da semeadura de suspensões de conídios do hete

rocár10 2+3.P de I.psgudokoningii, em diferen

tes meios seletivos

Meio seletivo 

MM 

MM 

MM + 1eu + arg 

MM + leu + arg 

MM + leu + ribo 

MM + 1eu + ribo 

MM + tio + arg 

MM + tio + arg 

MM + tio + ribo 

MM + tio + ribo 

Frequência* 

(>< 10-5>

6,9 

7,4 

5,9 

7,1 

3,6 

0,0 

5,6 

7,0 

3,0 

0,0 

4,6 ± 2,8 

-Com excec;:ão de uma única colônia branca amarela, obtida

em MM+leu+arg, todas as demais são de colorac;:ão verde

* Médias obtidas em duas placas



TABELA 36 -Frequência de obtenção de colônias a partir da 

de suspensões de conídios do semeadura 

heterocários 2-3E de I.eseudokoningii. em 

diferentes meios seletivos 

Diluição da suspensão 

de conidios Meio seletivo 

10-1 MM 

10-2 MM 

10-1 MM + leu + arg 

10-2 MM + leu + arg 

10-1 MM + leu + rib 

10-2 MM + leu + rib 

10-1 MM + tio + arg 

10-2 MM + tio + arg 

10-1 MM + tio + ribo 

10-2 MM + tio + ribo 

Média 

Frequência* 

(>< 10-5>

0,0 

0,0 

5,4 

0, 1 

0,0 

0,0 

3,?. 

0,0 

2, 1 

0,0 

1,0 ± 1,8 

Com exceção de três colônias amare1Ms obtidas em MM + 

tio + arg e MM + tio + rib, todas as demais são 

de coloração verde 

* Médias obtidas em duas placas



nos diversos heterocários, principalmente com relação à 

frequência de ocorrência e tipos obtidos 

(prototróficos/auxotróficos, estáveis/instáveis). Enquanto no 

heterocário 1+4 observou-se apenas recombinantes verdes 

prototróf_icos estáveis numa frequência de 1/10 das colônias 

originais e 2/30 do total de colônias monospóricas analisadas 

(Tabela 37), 

auxotróficos 

no heterocário 2+3 observou-se recombinantes 

(estáveis e instáveis) numa frequência 

(recombinantes estáveis) de 5/15 e 19/112. respectivamente do 

t ot a 1 

(Tabela 

de colônias originais e de monospóricas analisadas 

38) No heterocário 2+3P detectou-se apenas 

recombinantes tipo instável <Tabela 39) e em< 2+3E), além de 

recombinantes instáveis, observou-se também recombinantes 

estáveis para a marca morfológica <whihtlo leu tio), numa 

frequência de 5/85 do t ot a 1 de colônias ,nonospóricas 

analisadas <Tabela 40). 

A ocorrência no heterocário 2+3 <Tabela 38) de 

recombinantes auxotróficos estáveis com marcas auxotróficas de 

ambos parentais <�lo arg rib leu) ou morfológica e auxotrófica 

de parentais distintos <whi rib) é uma prova óbvia de troca de 

material genético entre os dois núcleos parentais 

heterocário nao deixando dúvidas sobre a ocorrência 

do 

de 

de processos parassexuais, nesta espec1e. A 

recombinantes auxotróficos instáveis pode 

detecção 

refletir a 

existência de aneuplóides ou hiperhaplóides ainda em proccc;so 

de haploidi2aç:ão. No entanto, o fato de segregarem 



TABELA 37 - Marcas genéticas das colônias monospóricas do 

heterocário 1+4 de I.eseudokoningii. 

-------------------------------------------------------------------------------------

Colônia Meio Número de colônias Marcas Genéticas• 

Original Seletivo monospóricas analisa- parental parental recombinantes 

das 1 4 

---------------------------------------------------------------------------------------

Ml1 3 (3) (0) (0) 

2 1111 3 (3) (0) (0) 

3 1111 3 (3) (0) (0) 

4 1111 3 (3) (0) (0) 

5 1111+leu+ade 3 ( 1) (3) verde pro-

totróhco(2) 

6 1111+leu+ade 3 (3) (0) (0) 

7 1411+1eu+ríbo 3 (3) (0) (0) 

8 1111+1eu+ribo 3 (3) (0) (0) 

9 HH+arg+ade 3 (3) (0) {0) 

10 HH+arg+ade 3 (3) (0) (0) 

Total 30 (28) (0) (2) 

Frequência de recombinantes = 1/10 (colônias originais) 

ou 2/30 (total de colônias monospóricas) 

* entre parênteses está o número observado

q--.' e: 



TABELA 38 - Marcas Genéticas das colônias monospóricas do 

heterocário 2+3 de I.eseudgkgningii

-----------------------------------------------------

Colônia Heio 

Origrnal Seletivo 

Hú111?ro de colônias 

sonospÓricas analisa

das 

Marcas Genéticas (núaero observadoi 

2 

3 

4 

" 

.J 

b 

,, 
I 

8 

1 

it 

H 

iê 

15 

TOTAL 

MH+tio+arg 

HH+tio+arg 

HH+tio+arg 

llff+tio+arg 

llff+tio+rib 

llff+tio+rib 

HH+leu+rib 

HH+leu+ríb 

HH+leu+arg 

HH+leu+arg 

4 

4 

8 

4 

9 

19 

9 

8 

8 

8 

8 

12 

12 

parental 

2 

m 

(2) 

{3) 

(2) 

(0) 

(2) 

m 

(4) 

(3) 

m 

m 

(8) 

(6) 

(2) 

(4) 

(36) 

parental 

3 

(9) 

(2) 

(5) 

(2) 

i;)\ , .... 

(i) 

(4) 

(5) 

(6) 

(6) 

(44) 

mo1binante 

estável 

arg rib{4) 

molbínantet 

instável 

wlii leu tio arg (2) 

�lo arg rib leu (1) 

�lo arg rib leu(4) llhi/green leu (1) 

llhi leu tio rib ( 1) 

llhi leu tio rib (21 

llhi leu tio arg (4) 

llhi rib (6) 

arg rib (4) 

arg rib (1) 

(19) 

�lo/llhi arg rib (i) 

arg rib leu (1) 

(13) 

Frequência de recombinantes estáveis 5/15 (colônias 

originais) ou 19/112 <total de colônias monospóricas) 

* Todos recombinantes instáveis segregaram para um dos 

tipos parentais, exceto a colônia original 15, em que 

arg ríb leu segregou para o recombinante estável ar; ríb 

93 



TABELA 39 - Marcas genéticas das colônias monospóricas 

Meio 

seletivo 

MM 

MM+tio+rib 

MM+tio+rib 

MH+leu+rib 

HM+leu+arg 

TOTAL 

do heterocário 2+3.P de ,l.pseudokoningii 

selecionadas em diferentes meios seletivos. 

Número de 

colônias 

analisadas 

24 

23 

28 

20 

24 

119 

Parental 

2 3 

( 8) < 14)

(10) ( 9)

(13) (14)

(8} (10) 

(14) (8)

53 55 

Marcas genéticas 

Recombinantes * 

instáveis 

��i/�lo le u tio (1) 

�lo arg rib tio (1) 

whi/�lo leu tio (2) 

�lo arg �2) 

whi leu tio rib (1) 

whi leu tio rib (1} 

whi leu ( 1)

whi leu tio arg (2) 

11 

Frequência de recombinantes estáveis = 0 

*Todos recombinantes instáveis segregaram para um dos

tipos parentais

whi/�lo = colônia branca porem com aspecto (contorno e

compactação> do parental 3 amarelo 

'?4



TABELA 40 - Marcas genéticas das colônias monospóricas 

Meio 

seletivo 

MH+t io+arg 

MH+t io+nb 

MH+tio➔rib 

TOTAL 

do heterocário 2+3.E de ,l.pseudokoningii 

selecionadas em diferentes meios seletivo. 

Marcas Genéticas (número observado) 

Número de colônias 

analisadas Parental Recombinantes 

estáveis 

26 

17 

42 

85 

2 3 

(20) (4)

( 12) (5) 

(32> C3) •hi/�lo leu tio <5> 

64 12 5 

Recombinantes 

instáveis 

•hi leu tio arg (2)

4 

Frequência de recombinantes estáveis = 5/85 (total de 

colônias monospóricas) 

whi/!:flO = colônia branca porem com aspecto do parental 3 

(contorno e compactação da colônia) 



preferencialmente para tipos parentais ao 1nves de tipos 

prototróficos ou auxotróficos com apenas uma marca pode 

sugerir também ocorrência de problemas metodológicos na 

caracterização auxotrófica, o que tornou necessário a 

confirmação das marcas por várias recaracterizações. Uma 

importante observação neste cruzamento 2+3 e a deteci,;:ão de 

recombinanes auxotróficos em colônias monospóricas 3dvindas de 

colônias originais selecionadas em meios que não permitem o

crescimento dos mesmos. ou seJa, recombinantes arg rib em MM e 

MM+leu+arg e :::110 arg rib leu em MM + tio arg Isto pode ter 

ocorrido devido a um crescimento conjunto (na forma 

heterocariótica ou sintrófica) entre o recombinante e tipos 

parentais que complementem a sua deficiência auxot:'"'Ófica, o 

que também explicaria a larga ocorrência dos tipos parentais 

ao lado dos recombinantes.Embora .I.pseudokoninqil 3presente 

conídios uninucleados, clamidósporos também poüem ocorrer 

<BISSET, 1984) e conídios binucleados Ja foram regularmente 

detectados em colônias prototróficas obtidas em meios 

seletivos <FURLANETO & PIZZIRANI-KLEINER, 1992), o que pode

proporcionar condições para a continuidade do crescimento 

heterocariótico ou sintrófico. Outra possibilidade e a de que 

estes recombinantes, durante a primeira fase da seleção 

quando foram semeados nos meios seletivos, ainda se 

encontravam num estado de diploidia, portanto, prototróficos, 

ou de hiperhaploidia de forma a possibilitar complementação 

das marcas necessárias para o crescimento no respectivo meio 

seletivo, e quando purificadas em MC produziram colônias 
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monospóricas recombinantes haplóides auxotróficas, bem como 

tipos parentais. A constatação de SIVAN et al (1990) de que em 

certos heterocários de Trichoclerma um dos núcleos pode se 

expressar enquanto o outro permanece quiescente, com mudança 

ao longo do tempo, também pode contribuir para explicar os 

resultados aqui obtidos. 

O estabelecimento de heterocários em papel de filtro em 

I.pseudokoningii <TabP.la 28) e bastante intf!ressante por se

tratar de fungo celulo1ítico com larga ocorrência em 

substratos a base de celulose <BISSET, 1984; BERTOLIN, 1987; 

FURLANETO, 1989; VICENTE, 1989) No entanto, no heterocário 2+3P 

aqui avaliado detectou-se apenas recombinantes instáveis 

<Tabela 39), o que limita especulação sobre a possibilidade de

ocorrência de processos parassexuais em condições naturais 

nesta especie, questão esta sempre 

totalmente ,�solvida, principalmente 

levantada porem 

em estudos 

parassexualidade de fungos fitopatogênicos <AZEVEDO,1976)

não 

de 

A obtenc;:ão de heterocários e seleção de recombinantes 

utilizando parentais submetidos à irradiac;:ão e choque térmico 

foi efetuada visando obter poss1ve1s informações dos 

mecanismos envolvidos no surgimento dos recombinantes, 

principalmente evidências da ocorrenc1a de um processo aqui 

denominado de transformação intra-heterocariótica em que 

partes do material genético de um núcleo incorpora-se ao 

núcleo heterocariótico remanescente, especulação esta 



levantada por STASZ & HARMAN <1990) para Trichoderma. Os dados 

experimentais aqui obtidos <Tabelas 30, 31, 32, 36 e 40) 

embora não permitam maiores esclarecimentos, também nao 

discordam desta hipótese O estabelecimento de heterocários 

entre conídios irradiados porem previamente germinados talvez 

possa ser mais útil neste sentido, procedimento este 

semelhante à técnica de fu,ão de protoplasto utilizando 

doador-morto <FERENCZY, 1981; HOPWOOD & WRIGHT, 1981; FRIGO, 

1983), que apesar de utilizada para obten�ão de recombinantes, 

e pouco explorada na elucidaç:ão dos eventos recombinacionais 

da parassexualidade dos fungos. 

A estimativa da frequência geral de recombinanes estáveis 

em heterocários normais de L pseudokoningii. obtida pelo 

produto entre a frequência de colónias em MM e MMS com a 

frequência de 

de 4,9 10-6 

recombinantes nas co16nias monospciricas, 

para o heteroc.:.ari':l 1+4 a 

variou 

para o

heterocário 2+3, o que é maior do que a frequência de obtenção 

de diplóides no ciclo parassexual <PONTECORVO, 1956; 

ROPER,1966; AZEVEDO, 1 972, 1987) Apesar das limitações 

metodológicas deste tipo de cálculo, já salientado atrás em 

,t1.anisop1iae, a estimativa aqui obtida para I.eseudokoningií 

deve refletir melhor o que está acontecendo em termos de 

recombinaç:Ões por parameiose, uma vez que este fungo apresenta 

vantagens sobre aquele, podendo mesmo ser considerado como um 

organismo ideal para este tipo de estudo, principalmente por 

apresentar crescimento rápido, boa esporulaç:ão e marcadores 

,:_;,(3 



morfológicos e auxotróficos bem característicos. 

4 2.2. Selec;.:ão de recombinantes utilizando método de 

enriquecimento por fi1trac;.:ão 

A realizac;.:ão dest� metodologia no heterocário 2+3 de 

I.pseydokoningii proporcionou uma taxa de enriquecimento <H")

de 103 <Tabela 41) e possibilitou a obtenção de recombinantes 

com marcas auxotróficas de ambos parentais <Raux2 ), todos do 

tipo whi leu tio rib, numa frequência <frRaux 2 ) de 1,6 10-2

(Tabe1a 42) A frequência geral de recombinant�s haplóides 

<fRh> em I.eseudokoningii, deduzida por este método, foi de

2,8 10-5 (Tabela 42), o que é bastante similar ao estimado

pelo m�todo de semeadura em meios seletivos. 

Este tipo de selec;.:ão com enriquecimento por filtrac;.:ão 

apresenta alguns aspectos bastante positivos nos estudos de 

parameiose, pois: i ) proporciona recombinantes com marcas 

auxotróficas de ambos parentais só possíveis de serem surgidos 

por recombinac;.:ão e não por reversão de marcas; ii) possibilita 

eliminar as colônias prototróficas ou sintróficas derivadas de 

conídios binucleados e/ou de clamidósporos; iii) possibilita 

estimar a frequência de recombinantes com facilidade; iv) pode 

ser empregado para obtenção de linhagens mestras com marcas 



TABELA 41 - Número de conídios inicial CnCi), final CnC-f ) e 

Parâmetro* 

nCí 

nCf' 

tE 

taxa de enriquecimento <tE) para obten�ão de 

recombinantes com marcas auxotróficas de ambos 

parenta1s 

e11udokoningii 

Heterocário 2+3 

Valor estimado 

5. 10 6 

de .1.

* nCi - obtido pela contagem em camara de Newbauer

nCf - obtido por semeadura e contagem das colônias em MC+ade

tE - obtido pela razão entre nCi / nCf



de colônias parenta1s e ,ecombinantes TABELA 42 - Número 

obtidos apos enriquecimento por filtração CtE = 

10 3 >- Heterocário 2+3 de I.eseudokonin9ii. 

Repet ü:ão 

I 

II 

Total 

n2 de colônias 

analisadas 

136 

225 

361 

f;Raux2 = 6/361 = 1,6 10-2 

Marcas Genéticas 

Parental Recombinantes 

3 

108 22 whí leu tio rib (6) 

101 114 0 

208 136 6 

fRh = ( f.rRaux2) / <tE . K), considerando K = 9/16 

fRh = 2, 8 10-5



em todos os cromossomos e assim facilitar o mapeamento dos 

genes envolvidos. Por ser relativamente simples, este método 

pode ser facilmente empregado para outras especies fúngicas 

como um teste de verificação da ocorrência de parameiose, 

mesmo naquelas onde ocorre formação de diplóides estáveis pelo 

ciclo parassexual. 

4.2.3. Análise do grau de ploidia de I. pseudokopi,!'ln; __ � 

Pelo crescimento em meio contendo Benomil 

Um recombinante verde prototrófico e um auxotrófic.o com 

marcas de 

produção 

ambos parenta is foram ava 1 iados com relação a

de setores coloniais em MC contendo diferentes 

cor,centrai;Ões de Benomil, com e sem Desoxicol<:1-to de sódio. L 

e11udok on L151 i i demonstrou ser bastante sensível ao Benomil, 

apresentando inibição completa de crescimento em MC contendo 

1,0 ug/ml 

Desoxicolato 

desta droga, sendo que em MC contendo também 

de sódio este efeito foi menos acentuado <Tabela 

43) Observou-se uma colônia com crescimento 

significativamente maior que as demais, o que pode representar 

possível 

apresentou 

haplóide 

mutante resistente ao fungicida, uma vez que nao 

caracteristicas típicas 

e também pelo fato de ter 

de setor segregante 

sido verificado num 

recombinante com três marcas auxotróficas, o qual já deve se 

encontrar em estado de haploidia. Entretanto, semelhante a



TABELA 43- Tamanho da colônia (mm)* de recombinantes prototrófico e 

auxotrófico de I.eseudokoningii em MC + Benlate 0,5; 1,0; 

2,0; 4,0 ug/ml) e MC + Desoxicolato de sódio (0,3¾) + Benlate 

Linhagem 

0,5; 1,0 ug/ml 

Número 

Repetição de dias 

após 5 e 9 dias de crescimento 

_______ MC+Ben _______ _ 

0,5 1,0 2,0 4,0 

MC+DesNa+Ben 

0,5 1,0 

-----------------------------------------------------------------------

Tp (1-4)1 I 5 0,0 0,0 0,0 0,0 6,5 1,0 

verde prato- 9 3,0 0,0 0,0 0,0 11, 5 3,0 

trófico 

!T '1 0,0 0,0 0,0 0,0 4,5 0,0 

9 0,0 0,0 0,0 0,0 13,0 0,0 

III 5 7,0 2,0 

9 15,0 3,0 

IV 5 5,0 0,0 

9 11.5 0,0 

Tp (2-3)1 I 5 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 

�lo a;-g rib leu y 3,0 0,0 0,0 0,0 7,0 0,0 

II 5 22,5 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 

9 75,0 0,0 0,0 0,0 7,5 0,0 

III 5 0,0 0,0 

9 7,5 0,0 

IV 5 0,0 0,0 

9 9,0 0,0 

-------------------------------------------------------------------
----

Colônia assinalada em negrito representa possível setor ou mutante re

sistente ao Benlate 

* Média entre o maior e menor diâmetro



tt.anisoeliae, não se pode descartar totalmente a hipótese 

destes recombinantes estarem se apresentando na forma 

aneuplóide ou hiperkaplóide relativamente estáveis. Técnicas 

recentes de obtenção de cariót ipos por e1 etroforese em campo 

pulsado tem demonstrado que o conJunto cromossômico de uma 

determinada espec1e fúngica não e tão estático quanto 

inicialmente se pensou, m�s sim polimórfico, com ocorrência de 

variac:ões em tamanho e até mesmo número <MCDONALD & MARTINEZ, 

1991; SKINNER et al., 1991), coma a oresença de cromossomos 

supra-numerários tipo B <MIAO et al 1991) 

4.3. Análise genética dos recombinantes 

A análise genética dos recombinantes obtidos 

parame1ose para inferências sobre numero de cromossomos 

por 

e 

mapeamento dos genes, embora possível, apresenta ainda algumas 

limitações 

determinac:ão 

devido 

das 

principalmente 

frequências dos 

às dificuldades na 

diversos tipos de 

recombinantes poss1ve1s. Recombinantes originados em uma fase 

inicial do crescimento heterocariótico poderão apresentar 

maiores frequências que os originados mais tardiamente, devido 

a uma maior multiplicação por clonagem dos primeiros. Esta 

dificuldade pode ser em parte contornada, fazendo-se urna 

análise conjunta de todos recombinantes obtidos em urna mesma 

combinac;:ão heterocariótica, nas diversas repetic;::Ões e métodos 



de se1eç:ão. Realizando este tipo de análise com os 

recombinantes estáveis dos heterocários 2+3 e 2+3E de 

I.eseudokoninsii, obtidos em meios seletivos e por 

enriquecimento por fi1traç:ão, pode-se propor um conJunto 

cromossômico com pelo menos cinco grupos de 1 igaç:ão (Tabela 

44), que evidentemente necessita ainaa de maiores dados para 

confi.rmn.ç:Ões. Os dados aqui obtidos não apontam para ligação 

entre leu-arg como sugerem FURLANETO & PIZZIRANI-KLEINER 

(1992), mas sim entre whi-arg. Com relação à Jj . .à.Qipn.01 t;:\f?, 

este tipo de análise não foi possível ser realizada devido a 

baixa variaç:ao nos tipos recombinantes obtidos, os quais eram 

principalmente prototróficos e auxotróficos com somente urna 

marca <Tabelas 15, 16 e 17) 

4.4. Processos parassexuais de recarnbinaç:ão <PPR) 

envolvidos em tl.anisopliae e I.eseuookonin;ii 

11.anisoeliae e I.eseudokoningii, especies fúngicas 

imperfeitas porém não diretamente relacionadas, apresentam um 

sistema de recombinaç:ão parassexual claramente detectáve1 

quando se obtém heterocários entre linhagens parentais com 

marcadores genéticos e condiç:Ões seletivas apropriadas. As 

evidências experimentais indicam que o PPR envolvido em ambas 

especies difere do ciclo parassexual típico observado em 



TABELA 44- Análise genética conjunta dos recombinantes 

estáveis obtidos nos heterocários 2+3 e 2+3E (�lo 

arg rib 

possível 

ligação. 

Recombinantes 

arg rib 

whi rib 

wh ihd o 1 eu tio

:;lo arg rib leu 

whi leu tio rib 

+ whi leu tio) de I pseudokoningii e 

local izaç:ão dos genes nos grupos de 

Frequência 

relativa 

+++ 

++ 

++ 

+ 

+ 

Mapeamento dos genes 

(considerando n)5) 

Parental 2 Parental 3 

___ arg ___ <1> ___ whi __ _ 

---�lo ___ <2> ________ _ 

_________ (3) ___ leu __ _ 

_________ (4) ___ tio __ _ 

___ rib ___ (5) ________ _ 

+ a +++ representa frequência de baixa a alta
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A.nidulans e diversos outro fungos, principalmente com relação

à ocorrência e estabilidade de diplóides, bem como à 

frequência de surgimento de recombinantes. A parameiose, por 

envolver cariogamia instantaneamente seguida de haploidização 

por aneuploidias com ocorrencia de permutas cromossomicas 

<BONATELLI JR et al., 1983), parece explicar melhor os dados 

obtidos, sendo que sua ocorrência já foi investigada e 

admitida tanto para .t1.an1soeliae <SILVEIRA & AZEVEDO, 1987; 

BAGALHI, 1987;COSTA, 1989; VALADARES, 1989; VEGA, 1990; 

BAGALHI et al., 1991) como para T eseudokoningii <FURLANETO,

1989; FURLANETO et a 1 . , 1992) 

Outra possibilidade, Ja mencionada por STASZ & HARMAN 

(1990) 

obtidos, 

e não discordante com os dados experimentais aqui 

e do surgimento de recombinantes sem formação de 

diplóides por fusf;o nuclear, num sistema que pode ser 

denominado de transformaçao intra-heterocariótica, onde apenas 

cromossomos ou fragmentos de DNA de um dos núc 1 eos se funde e 

sofre recombinação com o outro núcleo do heterocário. Suporta 

esta hipótese o fato de ser o estado haplóide o grau de 

ploidia mais estável na maioria dos fungos e também a 

observação de que eventos de fusão nuclear em certos grupos de 

fungos parPcem ser particularmente evitados, mesmo em 

situações onde nú�leos geneticamente diferentes ocorrem lado a 

lado, como na fase dicariótica de Ascomicetos e Basidiomicetos 

< ALEXOPOULOS et a 1 . 1979; FINCHAM et a 1 1979). O surgimento de 

eventos de fusão nuclear no processo evolutivo da reprodução 



sexuada, segundo HICKEY & ROSE (1988) 1citados por HURST 

(1991), pode ter sido induzido pe1a presenc;::a de elementos 

genéticos parasitas ("selfish genet1c e1ement"), os quais 

teriam assim maiores chances de transmissão. Interessante 

observar que dentre os eucariot os, os fungos são organismos 

que possuem os menores genomas, com muito pouco DNA 

repetitivo, sendo que em certos grupos <Ascomicetos com fase 

dicar1ótica) Ja foi inclusive demonstrado a ocorrenc1a de 

mecanismos ( recombinac;::ão pré-meiótica e mutac;::ão .- nn t O 

repetida-1nduz1da, RIP) que atuam no sentido de eliminar ou 

"1impar" o genoma de sequencias repetidas e/ou parasitas 

(FINCHAM, 1989; SELKER, 1990) .Esta tendencia no sentido da 

não-fusão nuclear poderia propiciar condic;::Ões para que outros 

processos de 

transformac;::ão, 

recombinac;:ão 

ocorresse, 

independentes de 

principalmente 

fusão, como a 

nos fungos que 

apresentam fase heterocariótica mas que não se reproduzem 

sexuadamente, ou o fazem em condiç:Ões muito ,estritivas. A 

transformaç:ão intra-heterocariótica, além de possibilitar 

recombinaç:ão, assegura a identidade genética da espécie, uma 

vez que a formac;:ão de heterocários normalmente so ocorre entre 

indivíduos geneticamente relacionados 

1HICKEY,D.H. & ROSE,M.R. In:� Eyolutíon .Q.f. � <eds 

MICHOD,R E & LEVIN,B.R.) 161-175 <Sinauer, Sunderland, 

Masschusets, 1988) 



Outro tipa de transmissão de material genética intra-

heterocariót1co, também independente de fusão, foi 

recentemente observado em Neurospora crassa par KINSEY <1990) 

Este autor observou neste funga filamentoso, tipicamente 

heterotálico 

parassexual, 

com reprodução sexuada porém sem ciclo 

que certas fragmentas de DNA tipo t ransposons 

("LINE-like element") ;:>resentes em um das nl.Ícleas podem ser 

rapidamente transmitidas a um outra núcleo heterocariótico, 

onde estava inicialmente ausente, por processos de 

transposição, com passíveis envolvimento de intermediários de 

RNA e cDNA citoplasmática. Estes fatos portanto, parecem 

reforçar a hipótese de que nas fungos de uma maneira geral, os 

sistemas de amplifica.ç,ão da variabilidade genética são mais 

amplos e flexíveis, não dependendo exclusivamente da 

reprodução sexuada e ciclo parassexual 

4.5. Preservação e estabilidade genética de ,t:1.anisopliae 

e I.eseudokoningii 

A viabilidade e estabilidade genética de 

de .tt.anisopliae mantidas 

linhagens 

selvagens e mutantes por várias 

métodos de 

laboratórios 

manutenção. 

preservação comumente acessíveis em nossas 

foram avaliadas no período de 4-5 anos de 

Melhores resultados de viabilidade foram obtidas 

nos métodos i) blocos de cultura em água <CASTELLANI) e ii)
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tubos inclinados recobertos com óleo minera 1 onde a 

de colônias foi positiva apos 48 mêses de recuperaç:ão 

preservaç:ão; menores viabilidade foram observadas em sílica 

gel e sol o, onde apos 5 meses de preservac;:ão não mais se 

obteve colônias viaveis; em tubos inclinados mantidos a 

temperatura ambiente, pode-se recuperar colônias em até 12 

mêse5, porem com baixa viabilidade <Figura 1). A baixa 

viabi 1 idade aqui observada em sílica gel provavelmente está 

relacionada ao tipo de sílica empregada, a qual apresentava 

cristais com granulac;:Ões irregulares e com tamanho maior do 

que o preconizado <malha 6-12) neste tipo de experimento (BELL 

& HAMALLE, 1974; SMITH & ONIONS. 1983) 

Rever sões de marcas auxotróficas e morfológicas foram 

observadas em 28¾ do total de marcas dos mutantes preservados 

em agua por 48 mêses Tabela 45) o que indica ocorrência de 

instabi 1 idade genética nestas 1 inhagens. Esi.a instabilidade 

genética pode não estar necessariamente relacionada ao método 

de preservaç:ão em si, como indica alguns trabalhos <SMITH & 

ONIONS, 1983), uma vez que foi observada apenas nos mutantes 

de E9 e RJ mas não em E6. Possíveis ocorrências de 

transposons, micovírus e rearranjos cromossômicos parassexuais 

podem estar contribuindo para esta alta taxa de revErsão de 

marcas genéticas. O fato destas marcas terem sido obtidas por 

mutai;:ão induzida com 1 uz UV pode também fazer com que sejam 

mais susceptíveis de serem modificadas e revertidas. 
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FIGURA 1 - Viabilidade de linhagens de t1..anisopliae em varias 

métodos de preservação 

i. :i. j
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TABELA 45 - Caracter12ação morfológica e auxotrófica das 

linhagens mutantes de tlanisopliae apos 

preservação por 45 - 48 meses em água <método 

de CASTELLANI) 

Linhagem Marcas Genéticas 

(nQ protocolar) 

--------------------------------------------------------------------

E6-1 vio2 ade5 pro11 

E6-2 vio2 ade5 met17 

E6-3 vio2 ade5 met22 

E6-5 vio2 1is6 bio1 

E6-7 vio9 met9 bio9 

E6-8 !:1108 Pir8 1is8 

E9-11 < !llet 1>* <lisi>* 

E9-i2 meti 1is3 

E9-13 �lo1 pir6 <met 1>* 

E9-17 �lo1 1eu6 (pro1>* 

E9-19 <�lo1>** leu6 <rib8)* 

EY-20 �lo1 < leu6)* ade9 

E9-23 �lo2 1is3 met14 

RJ-31 vio1 1is1 <bio22)** 

RJ-32 <vio1)** 1is3 met15 

* Marcas auxotrófícas que foram perdidas

** Mar e as mor fo 1 Óg 1 ca s que apresentaram setores tipo verde 

selvagem 
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A viabilidade e estabilidade genética de linhagens 

mutantes e recombinantes de I.eseudokoningii mantidas em agua 

<método CASTELLANI) foram também avaliadas por um período de 

12 meses de preservaç:ão, onde observou-se uma 

completa recupera,;;:ão de colônias, sem ocorrência de perdas de 

marcas auxotróficas ou morfológicas neste período (Tabela 46). 

Utilizando estes métodos simples de preservaç:ão, em 

especial o de CASTELLANI, tem sirln �ossive1 manter uma coleção 

de linhagens, principalmente de mutantes e recombinantes de 

tl,.anisoplia1 <Tabela 47) e I.eseudokoningii <Tabela 48>, as 

quais poderão ser 0ti1 na continuidade dos estudos de genética 

e melhoramento destas espécies. 
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TABELA 46 - Recuperat;:ão e caracterizac;:ão morfológica e au-

Linhagens 

xotrófica de mutantes e recombinantes de 

I.pseudokoningii após preservac;:ao por 4 e 12 

meses em água <Método de Caste11ani) 

Recuperação 

Marcas Genéticas 

4 meses 12 meses 

--------------------------------------------------------------------

Tp1 + + whi4 htu1 arg1 

Tp2 + + whi4 leu1 tío1 

Tp3 + + !::j}OS rib1 arg2 

Tp4 + + !::1105 rib1 ade5 

Tp5 + + �lo5 ltu2 lis1 

Tp6 + + arg1 rib2 

Tri' + + �ic:1 m•t3 

Tp23 .1 + + !;:JlOS arg2 ribi leui 

Tp23.S + + whi4 ribi 

Tp23.9 + + arg2 rib1 

+ = Crescimento

- Não crescimento



TABELA 47 - Coleção de linhagens selvagens, 

recombinantes de tl.anisopliae 

1. LINHAGENS SELVAGENS

E6

' ., r.:: 
! . .  i. • .. ,I 

mutantes e 

E9 - Ambas isoladas de insetos adultos de Dgois flayopicta, no estado do Esp1rito

Santo. 

2. LINHAGENS truTAHTES

NQ protocolar 

E6-1 

EH 

E6-3 

E6-5 

E6-7 

E6-8 

E9-11 

E9-12 

E9-l3 

E9-17 

E9-19 

E9-2t 

E9-23 

RJ-31 

RJ-32 

3. RECOMBINANTES E6-E9

82t.1

82t.3

82t.4

82t.6

82t.9

82t.C1

�arcas genéticas 

vio2 ade5 proii 

vio2 ade5 aet17 

vio2 ade5 Rt22

vio2 lis6 bioi 

vio9 1et9 bio9 

�lo8 pir8 liSl:1 

aeti lis1 

11eti lis3 

�loi leti pir6 

�iot leu6 proi 

�!oi leu6 rib8 

••loi leu6 ade9

�Io2 lis3 aetH 

vioi lis3 bio22 

vioi lis3 aeti5 

�lo prototrófico 

verde prototrófico 

�lo prototrófico 

(D4) 

(D6) 

(D8) 

(D15) 

Cosposto hídrido E6-E9 

(reisolado de Cba!çoder11s hiscu!atus) 

Obtidas por: 

Bagalhí (!987) 

Silveira (i983) 

Bagalhí ( i 987) 

Bagalhi (i987) 

---------------------------------------------------------------



TABELA 48 - Colec:ão de 1 inhagens selvagens e mutantes de 

1.eseudokoningii

-----------------------------------

i. LINHAGENS MUTANTES

rJQ protocolar 

Tp-i 

Tp-2 

Tp-3 

TH 

Tp-5 

Tp-6 

Tp-7 

Tp-8 

2. RECOMBINANTES Tpê - Tp3

Tpê3.i

Tpê3.ê

Tpê3.3

Tpê3.4

Tp23.5

Tpê3.6

Tpê3.7

Tpê3.8

Tpê3. 9

Tpê3.1t

Tpê3.11

Tpê3.12

Tpê3.13

Tpê3.H

Tpê3.15

3. RECOMBINANTES Tp1-Tp4

Tp14.1

Tp14.ê

Harcas genéticas 

lliti4 leui argi 

lliti4 leui tioi 

�lo5 ribi argê 

�lo5 ribi adeS 

�lo5 leuê 1isi

argi ribê 

nici aet3 

nici aet3 �lo6 

�lo5 argê ribi leul 

,1o5 argê ribt leui 

�lo5 argê ribi leui 

,1o5 argê ribi leui 

iilii4 ribi 

illii4 ribi 

argê ribi 

argê ribi 

argê ribi 

argê ribi 

argê ribi 

argê ribi 

argê ribi 

argê ribi 

llití4 leui tíoi ribi 

prototrófico verde 

Obtidas por: 

Furlaneto (i989l 

Bagag ii ( 1992) 

Bagagli (i992l 

Bagagli {1992) 
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5 - CONCLUSÕES 

Dos resultados obtidos, as seguintes conclusões podem ser 

tiradas. 

a - Recombinantes hap1óides e/ou hiperhaplóides podem ser 

detectados diretamente dos heterocários er.1 11.anisopliae e 

T.eseudokoninsii;

b - A obtenção e estimativa da frequência dos recombinantes 

pode ser realizada por semeõ.uurêi em meios seletivos e por 

enriquecimento por filtração; 

c - A frequência de surgimento destes recombinantes e 

do que a observada no ciclo parassexual típico; 

maior 

d - O mecanismo responsável no surgimento dos recombinantes 

deve ser a parameiose, embora outro processos como a 

transformação 

ocorrendo; 

intra-heterocariótica possa também estar 
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e - A aplicar;:ão de compostos híbridos seguida de reisolamento 

fúngico dos insetos infectados pode ser uma boa 

alternativa no melhoramento genético de 1:1 anisopliae para 

o controle biológico;

f - O rnét o do d e preservar;: ão em agua <método d e CASTELLANI) 

possibilita a manutenr;:ão cie linhagens selvagens, mutantes 

e recombinantes 

viabilidade por 

de Jj_anisopliae 2 .1-eseudokonir,gii com 

varies anos, embora proporcione a 

ocorrência de instabilidade genética em certas 1inhagens 
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