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RESUMO

A atual conscientização acerca dos riscos que os pesticidas químicos 
oferecem e a crescente preocupação com o meio ambiente tem aumentado as 
pesquisas envolvendo fungos entomopatogênicos que apresentam um grande 
potencial no manejo de insetos pragas. Dentro deste contexto, encontram-se os 
fungos Metarhizium anisopliae e Beauveria bassiana que são pertencentes a 
subdivisão Deuteromycotina, a qual engloba os fungos imperfeitos, ou seja, que 
não apresentam ciclo sexual conhecido, limitando os estudos genéticos. Assim, 
denota-se a importância em superar essas barreiras através do conhecimento da 
biologia desses fungos, principalmente, por aspectos da genética clássica como o 
ciclo parassexual e a parameiose que tornam possível a obtenção de linhagens que 
combinem características favoráveis de seus pais para o controle biológico. 
Desta maneira, a partir de mutantes morfológicos e auxotróficos de Metarhizium 
anisopliae obtidos, realizou-se 3 cruzamentos pelo método do "Poço" a fim de 
induzir a formação de recombinantes, sendo estes: AL pabal pro7 ilel pvil X A19 
meti nicl ylo2, AL vali lisl X A19 meti pirl ylo2 e AL vali lisl X AL pro2 cysl. 
Nos 3 cruzamentos foram obtidos recombinantes, sendo o maior número no 
cruzamento 2. A partir desses resultados, esses recombinantes, parentais e 
selvagens de Metarhizium anisopliae, juntamente com recombinantes já obtidos, 
parentais e selvagens de B. bassiana foram analisados por eletroforese de 
proteína total e isoenzimas. Como os parentais envolvidos nos cruzamentos 
apresentaram padrões eletroforéticos bastante parecidos, não pode-se afirmar 
que a mistura de bandas não está ocorrendo. Para Metarhizium anisopliae, pode- 
se sugerir que não ocorreu formação de diplóides através da análise morfológica 
dos recombinantes obtidos. Já com relação aos recombinantes que apresentaram 
bandas novas, estas foram atribuídas ao desenvolvimento de proteínas com 
propriedades novas ou modificadas.



1 INTRODUÇÃO

Registros em ambar de associações de fungos patogênicos com insetos 

hospedeiros datam de 25 milhões de anos (POINAR A THOMAS, 1982, 1984), 

embora o primeiro experimento demonstrando essa patogenicidade tenha sido 

realizado somente em 1834. Hoje existem, em média, 90 gêneros e 700 espécies 

envolvidas com entomopatogenicidade, mas somente poucos desses fungos tem 

sido bem estudados. E, em conseqüência, muito pouco do potencial desses 

microrganismos tem sido utilizado no controle biológico, mesmo diante da 

necessidade em se reduzir o uso de inseticidas químicos.

Dentro do contexto do controle de pragas por microrganismos destacam- 

se os fungos Metarhizium anisopliae (SOROKIN) e Beauveria bassiana (VUILL.) 

que vem sendo encontrados em várias regiões do mundo. Para que venham a 

apresentar resultados satisfatórios como agentes entomopatogênicos é 

necessário um maior conhecimento dos aspectos fisiológicos como o crescimento, 

atividade metabólica, bases genéticas da virulência e especificidade ao 

hospedeiro.

Desta forma, denota-se a importância de estudos mais aprofundados da 

genética desses fungos, tanto pelas vias clássicas - ciclo parassexual e 

parameiose , quanto pelas técnicas moleculares como eletroforeses de proteína 

total e isoenzimas.



2 OBJETIVOS

Este trabalho teve como objetivo contribuir para o estudo da genética dos 

fungos entomopatogênicos, Metarhizium anisopliae e Beauveria bassiana, pelo 

potencial que apresentam como agentes de controle biológico.

OBJETIVOS ESPECÍFICOS

> Induzir e identificar os mecanismos de recombinação em M. anisopliae, 

com isolamento de recombinantes;

> Através da técnica de eletroforeses de proteína total e isoenzimas, 

comparar recombinantes obtidos de M. anisopliae e recombinantes de 

Ã bassiana com seus parentais.



3 REVISÃO DA LITERATURA

3.1 Metarhizium anisopliae

Pertencente à subdivisão Deuteromycotina, ordem Moniliales, família 

Moniliaceae (KAVA-CORDEIRO, 1993), subdivisão essa que abriga os fungos 

chamados imperfeitos, ou seja, fungos cujo estágio sexual não é conhecido.

Foi descrito pela primeira vez por Metschnikoff em 1879, na Rússia, 

parasitando larvas de Anisopliae austríaca, sendo então denominado 

Entomophthora anisopliae. Após uma série de proposições de diversos sinônimos, 

em 1883, Sorokin o classificou como Metarhizium anisopliae (KAVA-CORDEIRO, 

1993).

TULLOCH (1976) considerou como aceitável a existência de somente 2 

espécies: Metarhizium anisopliae e Metarhizium flavoviride, sendo que a primeira 

apresenta 2 variedades: variedade anisopliae com conídio entre 3,5-9,0|xm de 

comprimento e a variedade major com conídios entre 9,0-18,0|a.m de 

comprimento.

TINLINE <St NOVIELLO (1971) corroborado por SAMUELS et al., (1989a) 

aventaram a possibilidade de que a variedade major seja um dipláide natural. 

Segundo estes autores, o aumento na resistência à luz ultravioleta e o fracasso 

em se isolar mutantes auxotróficos, juntamente com a medida de esporos
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e volume nuclear, proporcionam evidências para a natureza diplóide estável dos 

isolados da variedade major.

O fungo Metarhizium anisoptiae apresenta conídios de coloração 

esverdeada e estes são cilíndricos com as pontas arredondadas e 

freqüentemente mais estreitos no meio. São formados a partir de conidióforos 

originados diretamente das hifas hialinas e são geralmente uninucleados 

(TTNLINE, 1971), com pequena proporção de binucleados (MESSIAS <& 

AZEVEDO, 1980) ou mesmo multinucleados em algumas linhagens (LUNA, 1985). 

Durante a germinação, os núcleos se dividem e um migra para o tubo germinativo 

enquanto o outro permanece no conídio (VEEN, 1968; ZACHARUK, 1989). 

Segundo LUNA (1985), em conídios multinucleados, ocorrem mitoses sucessivas a 

partir de um núcleo, antes de migrarem para os tubos germinativos, sendo que, 

nestes casos, também podem ocorrer conídios septados com emissão de 2 tubos 

germinativos. Ainda, de acordo com LUNA (1985), as hifas são freqüentemente 

uninucleadas em seus segmentos, podendo ocorrer dois ou mais núcleos, sendo 

que esses segmentos multinucleados geralmente aparecem em pontas de hifas. A 

ocorrência de anastomose entre hifas bem como entre conídios propicia a 

obtenção de heterocários, apesar da dificuldade em perpetuar esta condição, 

devido aos conidióforos uninucleados que impedem a transmissão desta condição 

heterocariótica aos conídios (TINLINE A NOVIELLO, 1971).

Este fungo apresenta crescimento ótimo em temperaturas entre 25°C e 

30°C (VILACORTA, 1978). Após exposição à 40°C por 24 horas, ocorre perda de 

viabilidade (ALVES <& NOGUEIRA, 1984). Portanto, a rapidez no desenvolvimento 

do micélio e a conseqüente rapidez na evolução da infecção, dependem da 

temperatura, sendo que, FERRON (1978) considera entre 27°C e 28°C a melhor 

temperatura de desenvolvimento para este fungo.
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Quanto ao pH, é tolerante a uma faixa de 2,0 a 8,5, sendo que 6,9 é a 

melhor condição para o crescimento e esporulação (VEEN, 1968).

Este fungo é pouco exigente em relação a fonte nutritiva, desenvolvendo- 

se em vários meios de cultura. No entanto, estudos realizados por HALL et al., 

(1994) mostraram que a idade do meio de cultura tem influência no crescimento, 

sendo que as colonias desenvolvem-se mais rapidamente em culturas novas que 

naquelas mais velhas.

Embora cada fungo e cada inseto hospedeiro possam apresentar 

características próprias na instalação e desenvolvimento da micose, geralmente 

isso se dá pelo contato do esporo do fungo com a cutícula do inseto. Em condições 

favoráveis, esse esporo germina e emite uma estrutura (apressòrio) que 

força a cutícula e penetra no interior do inseto (FERRON, 1978). Por meio de 

microscopia eletrônica pode-se verificar a quebra enzimática da cutícula durante 

a penetração e estudos in vitro, usando uma bateria de enzimas, mostram que a 

aplicação sequencial de enzimas líticas como lipase, protease e quitinase são 

necessárias para a digestão da cutícula (HOWARD & MILLER, 1997). Após 

penetração, são produzidos blastóporos no interior do hospedeiro que atingem a 

hemolinfa e então há a colonização do inseto. Após sua morte, este fica com 

aspecto mumificado podendo ainda ficar coberto de esporos que se formam a 

partir das hifas que emergem do inseto atacado (ST. LE6ER et al., 1989). A 

morte do inseto ocorre como um resultado da destruição massiva, depleção de 

nutrientes e produção de toxinas pelo fungo.

O fungo Metarhizium anisopliae é patogênico a mais de 200 espécies de 

insetos (VEEN, 1968) e é enquadrado na categoria de parasita facultativo pois
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tem a capacidade de se desenvolver em ambientes naturais mesmo na ausência de 

seus hospedeiros (FARGUES <& REMAUDIERE, 1977).

ROBERTS A HAJEK (1992) listaram 14 gêneros de fungos que tem grande 

potencial como agentes de controle biológico contra insetos, dos quais 6 têm sido 

registrados no uso mundial. No Brasil, pode-se citar o Metarhizium anisopliae na 

utilização contra cigarrinha da cana-de-açúcar, embora somente em pequena 

escala por produtores locais. Segundo ALVES (1986), já vem sendo utilizado 

contra esta cigarrinha, Mahanarva posticata, desde 1910. Também vem sendo 

utilizado contra os gêneros üeois e Zulia (cigarrinhas das pastagens) que 

representam as principais pragas das pastagens no Brasil e biatraea saccharalis 

que é a broca-da-cana.

Sua patogenicidade também tem sido verificada em outros importantes 

insetos pragas como: Chalcodermus aneus, manhoso (LORD, 1986; QUINTELA et 

al., 1989; BAGALHI, 1987); Anthonomus grandis, bicudo do algodão 

(JARAMILLO A ALVES, não publicado, In: ALVES, 1986); Hypothenemus hampei, 

broca-do-café (LECUONA et al., , 1986); formiga do gênero Afta (ALVES <& 

SOSA GÓMEZ, 1983); Afta sexdens piriventus, formiga saúva (DIEHL-FLEIG 

et al., 1988), Heliothis armigera (GOPALAKRISHNAN & NARAYANAN, 1988); 

Inopus rubriceps, praga da cana-de-açúcar (SAMUÉLS et alv 1989b); Antitrogus 

parvulus, praga de cana-de-açúcar (SAMUELS et alv 1990); Manduca sexta, 

praga do tabaco (SAMUELS et alv 1988; HASSAN et alv 1989); NUaparvata 

lugens (SAMUELS et al., 1989a); Ceratitis capitata, mosca de frutas (GARCIA 

et al., 1985, 1989); Otioirynchus sulcatus, inseto praga de plantas ornamentais 

como Azaléia, Begônia e Gerânio (REINECKE et al., 1990), entre outros.
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Também ja foi comprovada sua patogcnicidade em insetos de interesse 

médico como: Rhodniuspro/ixus (SILVA & MESSIAS, 1986); Triatoma infestans 

(SILVA et al., 1989); ôlossina morsitans morsitans, mosca tsé-tsé 

(KAAYA, 1989; KAAYA A OKECHI, 1990); os mosquitos Aedes aegypti e 

Anopheles stephens (PATEL et al., 1990).

3.2 Beauveria bassiana

Este fungo também é imperfeito, pois pertence à subdivisão 

Deuteromycotina, ordem Moniliales, família Moniliacea (DALZOTO, 1996).

O gênero Beauveria foi descrito em 1911 e 1912 por Beauveria e Vuillemin 

respectivamente. Duas espécies são conhecidas, B. bassiana e B. tenella 

(B. brongniartii) (DALZOTO, 1996).

Os conídios de Beauveria bassiana são arredondados e uninucleados 

(PACCOLA-MEIRELLES, 1988), sendo que os núcleos localizam-se 

perifericamente. Suas hifas modificam-se em estruturas dilatadas, os 

conidióforos, nos quais formam-se os conídios.

Seu micélio é branco ou levemente corado com aparência "fluffy" a 

pulverulenta com conidióforos únicos irregularmente agrupados (BARNETT, 

1958). Sua reprodução é, principalmente, assexuada na qual os esporos ou 

conídios são produzidos por sucessivas divisões celulares. Possui 8 cromossomos 

identificados através de eletroforese em campo pulsado, sendo o total do 

genoma estimado em 40, 6 ± 1.1 Mb (PFEIFER & KHACHATOURIANS, 1993).
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Este fungo apresenta crescimento em vários tipos de meios de cultura 

embora este seja sensivelmente melhorado em meio completo, BDA modificado e 

BDA respectivamente (DALZOTO, 1996).

Devido as características de seu ciclo biológico é considerado 

entomopatogênico, pois suas hifas penetram no tegumento do inseto alcançando a 

hemolinfa e causando sua morte. Após, as hifas exteriorizam-se e os conídios são 

liberados no ambiente (PACOLLA-MEIRELLES, 1988).

Segundo KHACHATOURIANS (1986), o fungo Beauveria bassiana é 

encontrado parasitando muitos insetos pragas no mundo inteiro. Também pode 

ser isolado diretamente do solo, como verificado por TT6ANO-MILANI et al. 

(1993), em 8 isolados desse fungo nos estados de Goiás e Rio Grande do Sul.

De acordo com SOPER A WARD (1981) os fungos constituem o maior grupo 

de patógenos de insetos e McLEOD (1954) afirma que B. bassiana é o isolado 

fúngico mais encontrado em insetos mortos na natureza, afetando, segundo 

ALVES (1986) cerca de 200 espécies de insetos de diferentes ordens.

Estudos realizados com o bicudo do algodoeiro, Anthonomus grandis, no 

Ceará, Brasil, demonstraram que o uso conjunto de inseticidas e 

entomopatógenos pode dar bons resultados, uma vez que o produto químico causa 

uma vulnerabilidade na população da praga, ficando esta mais susceptível ao 

patógeno. Outra associação que vem dando bons resultados no controle biológico 

de insetos no Brasil é a de conídios de B. bassiana e óleo mineral, que faz com que 

estes fiquem aderidos à cutícula do inseto, sendo mais efetivo na infecção, 

principalmente do moleque da bananeira, Cosmopolites sordidus (BATISTA 

FILHO et al., 1994).
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Sua patogenicidade também tem sido demonstrada contra os besouros da 

batata, Leptinotarsa decelineata e Ostrina nubiales (MESSIAS, 1989); 

Camponotus pennsy/vanicus, formiga da terra (KELLEY-TUNIS et alv 1995); 

Musca domestica, mosca doméstica (GEDEN et al., 1995); gafanhoto Melanoplus 

sanguinipes (BIDOCHKA A KHACHATOURIANS, 1990): carrapato Rhipicephalus 

appendiculatus (MWANGI et al., 1995); broca-do-café Hypothenemus hampei 

(BENASSI, 1995); cupins Nasutitermes sp. (MALAGODI A VEIGA, 1995); 

percevejo do colmo do arroz Tibraca limbativentris (MARTINS A LIMA, 1994); 

formigas cortadeira dos gênero Acromyrex (DIEHL-FLEIG et al., 1993); 

gorgulho da cana-de-açúcar Sphenophorus tevis (BADILLA A ALVES, 1991).

Além desses, também apresenta patogenicidade a insetos de interesse 

médico como: Rhodnius prolixus, um dos vetores do Trypanosoma cruzi, causador 

da Doença de Chagas (ROMANA A FARGUES, 1992), ao vetor da dengue, o 

mosquito Aedes aegypt em sua fase larval (MIRANPURI A KHACHATOURIANS, 

1991); larvas de moscas tsé-tsé do gênero ôlossina, causadoras da Doença do 

Sono (KAAYA A MUNYINYI, 1995).

Existem poucos indícios de que Beauveria bassiana seja patogênico a 

outros organismos, porém; foi descrito na Espanha uma micose pulmonar causada 

por este fungo em tartarugas vindas de Cuba e mantidas em cativeiro 

(GONZALES-CABO et al., 1995).

Quanto a patogenicidade a humanos e outros mamíferos, fator de 

preocupação para o uso de bioinseticidas, experimentos foram realizados com 

ratos e comprovou-se que Beauveria bassiana mo causa infecção, não cresce e 

não sobrevive mais do que 3 dias quando infectados intramuscularmente em ratos 

sadios (SEMALULU et al., 1992).
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3.3. CICLO PARASSEXUAL

O ciclo parassexual foi descoberto em 1952 por PONTECORVO A ROPER 

no fungo Aspergillus nidulans. Posteriormente foi descrito em outros fungos, mas 

foi para os fungos imperfeitos que a descrição deste mecanismo de recombinação 

foi mais relevante pois permitiu estudos genéticos destes fungos, possibilitando 

trabalhos de melhoramento genético.

Este mecanismo consiste em um processo de produção de recombinantes 

sem o envolvimento de sexualidade e sem a ocorrência de meiose, mas, segundo 

AZEVEDO (1985), com fusão de núcleos haplóides de genótipos diferentes em 

um heterocário, dando, assim, um núcleo diplòide.

Para uma melhor definição didática, pode ser dividido em 4 fases1.

=> Heterocariose

Detectada por TINLINE <St NOVIELLO (1971) através do emprego de 

mutantes auxotróficos, é, de acordo com AZEVEDO (1985), a coexistência de 

núcleos geneticamente diferentes em um citoplasma comum.

Tem sua importância evidente para os fungos, geralmente haplóides, pois 

permite condições similares a da diploidia mantendo uma heterozigose inclusive 

podendo ocasionar certo vigor de híbrido (AZEVEDO, 1985). Além disso, confere 

a vantagem de uma resposta rápida a pressões de seleção como mudança 

nutricional ou outro regime ambiental pela alta flexibilidade de adaptação 

(INGOLD & HUDSON, 1993).

No entanto, a heterocariose em si não é um sistema dos mais favoráveis no 

que se refere a propagação da variabilidade genética. Em espécies com esporos 

uninucleados, a heterocariose só pode ser obtida através de mutação ou de
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anastomose de hifas com cultura vizinha de genòtipo diferente. Além do mais, o 

heterocário não pode produzir novos genòtipos por recombinação entre os 

núcleos (AZEVEDO, 1985).

=> Fusão de Núcleos: forma-se um núcleo diplòide heterozigoto, mas não 

necessariamente um conídio diplòide.

=> Produção de Recombinantes: ocorrem permutas mitòticas e arranjos 

cromossômicos misturando cromossomos parentais nas células descendentes.

=> Haploidizacão: ocorre por não disjunção mitòtica, com possibilidade de 

recombinação genética. O diplòide pode passar por diversas fases de aneuploidia 

e originar haplòides que se diferenciam dos haplòides os quais originaram o 

diplòide.

Associado ao fenômeno da parassexualidade esta o fato de que linhagens 

que possuem um segmento cromossômico em duplicata são instáveis e podem 

produzir novos fenótipos.

Esta forma de recombinação apresenta grande importancia por 

representar um mecanismo que proporciona uma fase diplòide estável em fungos. 

Em entomopatogênicos pode-se apontar principalmente para a possibilidade de 

obtenção de linhagens que combinem características importantes dos pais para 

eficiente controle biológico, como: fácil disseminação, resistência a condições 

adversas, ótima conidiação, crescimento elevado (FRIGO A AZEVEDO, 1984).

3.4 PARAMEIOSE

Caracteriza-se por um processo de recombinação através do surgimento 

de conídios recombinantes, no próprio heterocário, sem a observação do diplòide
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e de setores aneuplóides, ou seja, um processo de haploidização rápida 

semelhante à meiose.

Esse termo foi proposto por BONATELLI JR. et al. (1983) observando 

esse processo em AspergiUus niger. Tanto em Beauveria bassiana (PACOLLA- 

MEIRELLES A AZEVEDO, 1991) quanto em Metarhizium anisopliae (BAGALHI, 

1987), a parameiose já foi detectada e também constitui um mecanismo de 

grande importância no estudo destes fungos ampliando a possibilidade de 

melhoramento genético de linhagens para o controle biológico.

3.5 ELETROFORESES DE PROTEÍNA TOTAL E ISOENZIMAS

A eletroforese é uma técnica relativamente simples, rápida e de alto valor 

informativo, e, por esses fatores, sua aplicação na evidenciação de proteínas tem 

sido crescentemente ampliada para estudos de taxonomia, fisiologia e genética 

de plantas, animais e microrganismos (ALFENAS et al., 1991).

Visando definidas enzimas ou proteínas solúveis, seu emprego tem se 

destacado na identificação de certos grupos de fungos (HALL, 1974; MOREIRA 

A ALFENAS, 1985), bactérias (BAPTIST et al., 1971; SMITH A POWELL, 1968), 

vírus (KOENIG et al., 1970) e nematóides (DICKSON et al., 1971).

As bandas enzimáticas, presentes nos géis, apresentam grande 

potencialidade na caracterização de raças de fitopatógenos (BERNIER et al., 

1983; KIM et al., 1984), nos estudos de genética e evolução de fungos 

fitopatogênicos (BURDON et al., 1982; TOOLEY et al., 1985) e plantas 

(HAMRICK, 1983).
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Além dessas, a análise eletroforética pode ser utilizada para a

identificação de clones, cultivares e linhagens, estudo da citogenética, fisiologia 

e bioquímica de plantas, e, também, apresenta grande potencial para a

caracterização de variedades e linhagens de plantas resistentes à doenças e 

estudo da relações patógeno-hospedeiro (ALFENAS et al., 1991).

A eletroforese consiste, ainda, segundo ALFENAS et al. (1991), na

migração de moléculas ionizadas, de acordo com suas cargas elétricas e pesos

moleculares em campo elétrico. Moléculas com carga negativa migram para o pólo 

positivo ou anodo e as com carga positiva para o pólo negativo ou catodo. Essa 

carga das moléculas de proteínas é função somatória dos aminoácidos que 

as constituem e essa capacidade de adquirir carga positiva ou negativa é dada 

em função do pH.

O poder de resolução é um fator relevante na escolha do meio e a escolha 

deste depende dos objetivos de estudo. Para proteínas, géis de poliacrilamida 

têm sido preferidos por apresentarem maior poder de resolução e permitirem 

ampla variação no diâmetro de seus poros. Além disso, são altamente translúcidos 

o que permite quantificar a atividade enzimática por densitometria. Já para 

enzimas, tanto géis de amido quanto de poliacrilamida oferecem boas resoluções 

(ALFENAS et al., 1991).

A avaliação quantitativa (densitometria) dos zimogramas é também 

conduzida em ampla escala. A variação na intensidade de bandas é função da 

atividade enzimática, da estrutura quaternária da enzima, do número de locos e 

número de alelos no loco que contribuem para a síntese da enzima.
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A variabilidade dos padrões enzimáticos de uma população é geralmente 

atribuída à segregação genética e designada polimorfismo. Isoenzimas (formas 

diferentes de uma mesma enzima que ocorrem num mesmo organismo com 

afinidade para um mesmo substrato) e aloenzimas (quando representam a 

expressão fenotípica de alelos situados num mesmo loco) constituem uma 

importante fonte de marcadores genéticos, que podem ser empregados em vários 

programas experimentais teóricos e práticos. Apresentam ainda, segundo 

HEDRICK (1983), vantagens em relação a outros marcadores tradicionais, pois 

permitem a análise de vários locos simultaneamente; os alelos de cada loco são 

codominantes, permitindo a identificação de heterozigotos; medem a 

variabilidade a um nível mais próximo do DNA do que outras características 

fenotípicas, pois constituem um produto direto da ação gênica.



4 MATERIAIS E MÉTODOS

4.1 LINHAGENS UTILIZADAS

Beauveria bassiana.

- Linhagens selvagens utilizadas:

252

E3

196

As linhagens parentais e recombinantes de Ã bassiana foram cedidas 

DALZOTO (1999).

- Linhagens parentais:

252 J4/1 nie tia (ARAÚJO, 1998)

196 Wl/6 paba nie (ARAÚJO, 1998)

E3 Al/l bio cys (DALZOTO, 1999)

- Linhagens recombinantes:

C4R3 tia C7R2 paba

C4R4 nie C7R1 cys

C4R2 nie cys C7R3 nie cys

C4R6 bio

C4R5 cys

C4R1 prototrófico
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Metarhizium anisopliae

- Linhagem selvagem:

A19 (cedida pelo Laboratório de Genética de Microrganismos, 

ESALQ/USP)

- Linhagens parentais:

AL pabal pro7 ilel pvil (pabal pro7 - KAVA-CORDEIRO et al., 1995; 

ilel pvil - SCHOENENBERGER, 1997)

AL pro2 cysl (pro2 - KAVA-CORDEIRO et al., 1995; cysl - YOSHIDA, 

1996)

AL vali lisl (vali - KAVA-CORDEIRO et al., 1995; lisl - 

SCHOENENBER6ER, 1997)

4.2 MEIOS DE CULTURA

4.2.1 Meio Mínimo - MM (PONTECORVO et al., 1953a)

O Meio Mínimo é um meio no qual só crescem microrganismos que não 

tenham deficiências nutricionais de nenhum tipo. Este meio é composto de:

NaN0 3 .... ....... ............  6,00g

KH2P04 ........................ l,50g

MgS04.7H20 .................  0,50g

FeS04........................  0,02g

ZnS04........................  0,02g
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Glicose.......

Água Destilada

10,00g 

p/ lOOOml

O pH foi ajustado para 6,8 com NaOH IN. Para MM sólido foi 

acrescentado 1,5% de ágar DIFCO diretamente no Erlenmeyer que foi fechado 

com rolha de algodão e papel alumínio. Após, o meio foi autoclavado por 20 

minutos a 1 atmosfera e armazenado em temperatura ambiente.

4.2.2 Meio Completo - MC (PONTECORVO et al., 1953a modificado, por 

AZEVEDO & COSTA, 1973)

O Meio Completo é um meio nutritivo amplamente utilizado e favorece o 

crescimento de grande parte dos fungos. Este meio é composto de meio mínimo 

adicionado de (para lOOOml):

Extrato de Levedura....... ......... 2,0g

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

Caseína Hidrolisada.................. l,5g

Solução de Vitaminas................ l,0ml

O pH foi ajustado para 6,8 com NaOH IN. Para MC sólido foi acrescentado 

1,5% de ágar diretamente no Erlenmeyer igualmente fechado, autoclavado e 

armazenado.
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4.2.3 Meio Mínimo mais 4% de Meio Completo

Em tubos de ensaio, foram adicionados 2,5ml de meio mínimo líquido mais 

4% de meio completo líquido. Estes tubos foram autoclavados e armazenados a

4 °C.

4.3 SUPLEMENTOS NUTRICIONAIS ADICIONADOS AO MEIO 

MÍNIMO

Eventualmente foram adicionados ao meio mínimo suplementos nutricionais. 

Estes suplementos foram vitaminas, aminoácidos ou ácidos nucléicos. Esta adição 

de nutrientes ao meio confere a ele uma condição seletiva. Um pouco ou até bem 

antes do uso foi adicionado 0,lml da solução estoque ou do suplemento desejado.

Os suplementos foram adicionados em frascos contendo 10 ml de água 

destilada previamente esterilizada em autoclave e em seguida foram aquecidos 

em banho-maria (98°C) por 15 minutos e depois mantidos em geladeira a 4°C.

4.3.1 Vitaminas

Ácido Nicotínico (nic)...............  0,10 mg/ml

Ácido Paraminobenzóico (paba).....  0,05 mg/ml

Biotina (bio)......................... 0,04 mg/ml

Piridoxina (pir).....................  0,05 mg/ml

Ribof lavina (rib)....................  0,10 mg/ml

Tiamina (tia)...... .................. 0,05 mg/ml



4.3.2 Aminoácidos

Ácido Aspártico (asp)...............  10,0 mg/m

Ácido Glutâmico (glu)................ 10,0 mg/m

Arginina (arg).......................  10,0 mg/m

Asparagina (asn).................... 10,0 mg/m

Cistina (cis).........................  10,0 mg/m

Cisteína (cys).................. .....  10,0 mg/m

Fenilalanina (fen).................... 10,0 mg/m

Glicina (gli)..........................  10,0 mg/m

Glutamina (gin)...................... 10,0 mg/m

Histidina (his).... ..................  10,0 mg/m

Isoleucina (Ile)..................... 10,0 mg/m

Leucina (leu)........... ............  10,0 mg/m

Usina (lis)..........................  10,0 mg/m

Metionina (met)....................  10,0 mg/m

Serina (ser)........................  10,0 mg/m

Tirosina (tir)...... ................. 10,0 mg/m

Treonina (tre)......................  10,0 mg/m

Triptofano (trp).. .................  10,0 mg/m

Valina (vai)............... .........  10,0 mg/m

4.3.3 Ácido Nucléico

Adenina (ade) 10,0 mg/ml
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4.4 SOLUÇÕES UTILIZADAS

4.4.1 Solução Salina (0,85% - p/v)

NaCl 0,85g 

p/ lOOmlÁgua Destilada

Foram colocadas alíquotas de 9ml em vidros com tampa, autoclavados e 

mantidos a 4°C.

4.4.2 Solução de Tween 80 (0,1% - v/v)

Esta solução foi utilizada no preparo das suspensões de esporos. O Tween 

é uma espécie de detergente que auxilia na separação dos esporos.

Tween 80 ............................ 0,lml

Água Destilada...................... p/lOOml

Foram colocadas alíquotas de 2,5ml em tubos de ensaio, estes foram 

fechados com algodão e papel alumínio, autoclavados e mantidos a 4°C.
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4.4.3 Solução de Vitaminas

Esta solução foi utilizada na preparação de meio de cultura completo (MC).

Ácido Nicotínico.............. .... . 100(0mg

Ácido Paraminobenzóico.............  0(2mg

Biotina...............................  0,2mg

Piridoxina......... ;..................  50,Omg

Riboflavina........................... 100,Omg

Tiamina........... ...................  50,Omg

Água Destilada......................  p/ lOOml

Foi, então, aquecida em banho-maria a 98°C por 15 minutos e armazenada 

em frasco escuro a 4°C.

4.4.4 Solução Estoque de Tampão do Gel Concentrador (Tris-HCL 0,6173M 

pH6,8)

Tris-base...................  .......  7,475g

Água Destilada...  .................. p/ lOOml

O pH foi acertado para 6,8 com HCI para análise. A solução foi filtrada e 

armazenada a 4°C.
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4.4.5 Solução Estoque de Tampão do &e\ Separador (Tris-HCL 3,778M 

pH8,9)

Tris-base............................ 45,75g

Água Destilada... ;.................. p/ lOOml

O pH foi acertado para 8,9 com HCI para análise. Após, a solução foi 

f i Itrada e armazenada a temperatura ambiente.

4.4.6 Solução de Persulfato de Amónia 10% (p/v)

Persulfato de Amónia......................  0,lg

Água Destilada............................. p/ lml

Para melhores resultados, esta solução foi preparada no momento do uso 

para evitar a perda de função.

4.4.7 Solução Estoque de Acrilamida

Acrilamida........ .................  73g

Bis-acrilamida......................  2g

Água Destilada... ..................  250ml

Esta solução foi filtrada e armazenada a 4°C. Em seu preparo foi utilizado 

máscara para evitar o contato com os componentes acrílicos que são neurotóxicos 

na forma monomérica.
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4.4.8 Solução Estoque do Tampão do Tanque pH8,9 10X ou Tampão de 

Corrida

Tris-base........... ................  63,2g

Glicina............  .................  39,9g

Água Destilada...................... p/ lOOOml

O pH fòi acertado para 8,9 com HCI para análise e então, foi armazenada a

4°C.

4.4.9 Solução do Tampão da Amostra

Glicerol...................................... 5,0ml

Tampão do Gel Concentrador (Estoque)....2,5ml

Azul de Bromofenol........................  2,5mg

Água Destilada......  ...................... p/ 25ml

Alíquotas de lml foram colocadas em Eppendorf e armazenadas a -20°C.

4.4.10 Solução de Esterase 

Solução A:

a-Naftil Acetato........................... 0,lg

Acetona....................................  5,0ml

Água Destilada... .........................  5,0ml



24

Solução B:

(5-Naftil Acetato..........................  0,lg

Acetona.................................... 5,0ml

Água Destilada............................  5(0ml

Essas soluções foram armazenadas a 4°C, em frascos separados.

4.4.11 Tris-HCL 0,5M pH7,l

Tris-base................................... l,817g

Água Destilada... :........................  p/ 30ml

O pH foi acertado para 7,1 com HCI para análise e, então, foi armazenada a 

4°C. '

4.4.12 Solução Estoque de Proteína Total - Fixador PA6E

Metanol............ .........................  45ml

Ácido Acético Glacial........ .............  lOml

Água Destilada.............................  45ml

Armazenado a 4°C.
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4.4.13 GeI Separador à 10% (ALFENAS et al., 1991)

Solução de Acrilamida (Estoque)........... 27,00ml

Persulfato de Amónia......................  0,267ml

Temed............................. ....  .... 0,027ml

Tampão do Gel Separador (Estoque)......... 8,00ml

Água Destilada............................... 44,80ml

Esse gel foi preparado no momento do uso, pois a polimerização inicia logo 

após a mistura dos ingredientes.

4.4.14 Gel Concentrador à 4% (ALFENAS et al., 1991)

Solução de Acrilamida (Estoque)............  4,00ml

Persulfato de Amónia.......................  0,10ml

Temed........................................ 0,02ml

Tampão do Gel Concentrador (Estoque).... 3,00ml

Água Destilada...............................22,80ml

Esse gel foi preparado no momento do uso, pois a polimerização inicia logo 

após a mistura dos ingredientes.
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4.4.15 Corante para Esterase a e p  (BREWER e SING, 1970; CONKLE et 

al., 1982; MARTY et a!., 1984; MICALES et al., 1986;

SICIUANO e SHAW, 1976; SOLTIS et al., 1983; STUBER et 

al., 1988; YAMADA e GURIES, 1989)

Essa solução corante foi preparada no momento do uso.

Para a revelalação das esterases separadamente utilizou-se para 

a-Esterase l,5ml da solução A (não foi utilizada solução B) e para p-Esterase, 

l,5ml da solução B (não foi utilizada solução A).

4.4.16 Corante para Gel de Proteínas (ALFENAS et al., 1991)

Fixador PAGE (Estoque)..............  ....  lOOml

Brilliant Blue R-250........................  0,lg

Fast Blue RR..................

Tris-HCI 0,5M pH7,l (Estoque)

Água Destilada... .............

a-Naftil-Acetato (Estoque)...

P-Naftil Acetato (Estoque)...

50 mg

5,00ml

43,5ml

0,75ml

0(75ml

Esse corante foi preparado no momento do uso.
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4.4.17 Corante Álcool Desidrogenase (BREWER e SING, 1970; CHEUAK e 

PITEL, 1984; CONKLE et al., 1982; HARRIS e HOPKINSON, 

1978; MICALES et al., 1986; SHAW e PRASAD, 1970; YAMADA 

e GURIES, 1989)

Etanol (95% v/v)..................... 20ml

NAD+, Na.............................20mg

MTT.................................. 20mg

PMS..................................  2mg

Tris-HCI 0,2M pH 8,0...............  p/ 100ml

Esse corante foi preparado no momento do uso.

4.4.18 Corante Sorbitol Desidrogenase (HARRIS e HOPKINSON, 1978;

MARTY et al.:, 1984; SHAW e PRASAD, 1970; YAMADA e

ôURIES, 1989)

Sorbitol............................ . 500mg

NAD\ Na2 ........ ..................  20mg

MTT ou NBT........................  20mg

PMS................................. 2mg

Tris-HCI 0,05M pH 8,0.............  p/ lOOml

Esse corante foi preparado no momento do uso.
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4.4.19 Solução Sulfocromica

Dicromato de potássio

H2SO4 p .a .....................

Água Destilada....... p/ lOOOml

20g

200ml

4.5 PREPARO DE MATERIAL

4.5.1 Esterilização

Vidrarias e palitos de transferência foram esterilizados em forno Pasteur 

a 180° C por 4 horas.

Filtros de Büchner, papel de filtro, luvas, frascos vazios, tubos Falcon, 

tubos de centrífuga, pinças, espátulas e caixas com ponteiras para micropipetas, 

foram embrulhados separadamente em papel alumínio e autoclavados a uma 

atmosfera, também, por 20 minutos.

Todos os materiais, exceto pipetas, após utilizados foram também 

esterilizados em autoclave a uma atmosfera por 20 minutos e após lavados 

normalmente. As pipetas foram colocadas dentro de uma proveta contendo 

solução sulfocromica, durante 24h no mínimo, e então colocadas em um 

enxaguador de pipetas ligado à água corrente por no mínimo 12 h.
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O material de manuseio, como alças e pinças, foi flambado em bico de 

Bunsen no momento do uso e após.

4.5.2 Incubação dos Fungos

As placas de ambos os fungos - Metarhizium anisop/iae e Beauveria 

bassiana - foram incubadas a 28°C em estufa tipo BOD por aproximadamente 8 

dias. Para os heterocários, a incubação ocorreu também a esta temperatura, em 

estufa tipo BOD, mas por aproximadamente 20 dias.

Em meios líquidos, a incubação também ocorreu a 28°C, em agitador orbital 

com rotação variável, descrita em cada caso.

4.5.3 Manuseio Básico do Material

Para evitar contaminação por outros microrganismos, todos os 

procedimentos realizados com os fungos foram feitos em bancada previamente 

limpa com Lisoform e próximo à chama do bico de Bunsen.

Os meios de cultura sólidos foram aquecidos em forno microondas até que 

estivessem totalmente fundidos para então serem vertidos em placas de Petri no 

fluxo laminar ou próximo a chama do Bico de Bunsen.
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As soluções e suspensões de esporos adicionados às placas de Petri 

contendo meio de cultura, foram espalhados uniformemente por toda 

superfície com auxílio da alça de Drigalski que foi mantida em um becker 

contendo álcool 95% ou álcool comercial e também foi flambada em bico de 

Bunsen antes do uso.

4.6 SOBREVIVÊNCIA À LUZ ULTRAVIOLETA

Conídios da linhagem desejada foram colocados em tubos de ensaio 

contendo solução de Tween 80 (item 4.4.2) e então este foi levado ao agitador de 

tubos para homogeneização. Com auxílio de uma pipeta, foi retirado 1 ml e 

colocado em um frasco contendo salina (item 4.4.1) (9ml) de onde, após 

homogeneização, foi retirada uma alíquota e realizada a contagem em câmara de 

Neubauer para estimar-se a concentração de esporos por ml de suspensão. A 

contagem foi realizada nos 2 campos da camara (5 quadrículos em diagonal em 

cada campo) da seguinte maneira:

Contagem = x . 5.104.1Q'1. Sobrevivência (5% - lmin)

I___ ^  volume que vai ser plaqueado

L-— ^  volume da camara (p/ chegar a ml)

|__^  igual ao n°. total de quadrículos (25)

—̂  média dos 2 campos
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Na sala de irradiação, a suspensão de esporos foi despejada em uma placa 

de Petri esterilizada para obtenção de uma maior superfície de exposição à luz 

ultravioleta (lâmpada germicida 2500Â de 15W de potência). O tempo de 

exposição foi de 1 minuto, o que permitiu em torno de 5% de sobrevivência 

(KAVA-CORDEIRO, 1993).

Após a irradiação foram feitas diluições em solução salina (item 4.4.1) 

convenientes para um crescimento de 30 a 100 colônias e então semeados 0,lml 

da suspensão diluída em placas de Petri contendo MC (item 4.2.2). A suspensão 

adicionada em cada placa foi espalhada com a alça de Drigalski e as placas foram 

guardadas na estufa a 28°C, acondicionadas em latas de alumínio por no mínimo 

24 horas para evitar o mecanismo de fotorreativação que é responsável pela 

correção de erros na molécula de DNA e conseqüente reversão de mutações. A 

enzima responsável pela correção só é ativada na presença da luz visível pois 

necessita da energia dissipada pelo comprimento de onda no espectro azul para 

atuar. Após o período mínimo de 24 horas, as placas foram retiradas das latas e 

mantidas na estufa a 28°C por aproximadamente 6 a 7 dias ou até o aparecimento 

de esporos nas colônias sobreviventes.
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4.7 ISOLAMENTO DE MUTANTES MORFOLÓGICOS E AUXO- 

TRÓFICOS

4.7.1 Mutantes Morfológicos

O isolamento de mutantes morfológicos foi feito por inspeção visual nas 

placas que continham os conídios expostos ao mutagênico comparando as colônias 

originadas a partir destes, com a morfologia das colônias selvagens.

4.7.2 Mutantes Auxotróficos

O isolamento de mutantes auxotróficos foi feito pelo método de 

isolamento total (PONTECORVO et al., 1953a), retirando-se conídios das colônias 

sobreviventes à ação do mutagênico e transferindo-se, com auxílio dos palitos de 

transferência, para placas de Petri contendo MM (item 4.2.1), na distribuição de 

5x5+1 (AZEVEDO & COSTA, 1973), conforme Figura 1.



FIGURA 1 - DISTRIBUIÇÃO 5x5+1 (AZEVEDO & COSTA, 1973)

Após 48 horas em estufa a 28°C, as colônias que não se desenvolveram 

neste meio foram consideradas mutantes auxotróficos. O ponto de inóculo sem 

crescimento foi transferido para MC (item 4.2.2), para que houvesse o 

desenvolvimento da colônia e futura identificação da mutação.

Para a caracterização de mutantes auxotróficos, estes foram inoculados 

em uma bateria de placas contendo MM (item 4.2.1) + suplementos (item 4.3) na 

quantidade de 0,lml (de vitaminas, aminoácidos ou ácidos nucléicos). A mutação 

auxotrófica foi identificada na placa com o suplemento que proporcionou o 

crescimento da colônia.
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4.8 TESTE DE REVERSÃO

As linhagens mutantes e recombinantes foram ensaiadas quanto a reversão 

das marcas nutricionais. A partir de uma colônia monospórica (colônia que cresceu 

a partir de um único esporo) foram coletados esporos e estes repicados em MC 

(item 4.2.2), MM (item 4.2.1) e MM + suplemento (item 4.3) no caso de mutantes 

auxotròficos simples e em MC, MM, MM + Io. suplemento, MM + 2o. suplemento 

e MM + 1°. suplemento + 2o. suplemento em caso de mutantes auxotròficos 

duplos. A ausência ou presença de crescimento foi verificada após 7-8 dias de 

incubação.

4.9 OBTENÇÃO DE RECOMBINANTES

Para a obtenção de recombinantes utilizou-se a Técnica do " Poço" de 

AZEVEDO (1971). Esta técnica consistiu na mistura de conídios de duas linhagens 

com no mínimo duas deficiências auxotróficas complementares em meio mínimo 

acrescido de 4% de meio completo (item 4.2.3). Após homogeinização, esta 

suspensão foi colocada no centro de uma placa contendo meio mínimo (item 4.2.1) 

sólido, na qual foi feito um orifício de 1 cm de diâmetro - ” poço".

Essas placas foram mantidas em estufa tipo BOD a 28°C por 

aproximadamente 20 dias, quando se analisou o crescimento ao redor do poço, de 

acordo com a Figura 2.
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FIGURA 2 - CRESCIMENTO FÚNGICO AO REDOR DO POÇO

Com auxílio de uma alça acoplada ao cabo de Kole, foi coletada parte do 

crescimento próximo a borda do poço e colocada em solução salina (item 4.4.1). 

Desta solução, 0,lml foi posto em placas de Petri com MM (item 4.2.1) e MM + 

combinações 2 a 2 das mutações, exceto as parentais. Por exemplo, para o 

cruzamento 3 (AL vali lisl X AL pro2 cysl), foi plaqueado em:

MM

MM + vai + pro 

MM ♦ vai ♦ cys 

MM + lis + pro 

MM + lis + cys
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As soluções de esporos foram espalhadas nas placas com auxílio da alça de 

Drigalski e essas placas foram incubadas também a 28°C por 8 dias. Nas placas 

que apresentaram crescimento, as colônias foram transferidas para placas 

contendo MC (item 4.2.2) de acordo com a Figura 3:

FIGURA 3 - DEMONSTRAÇÃO DOS REPIQUES REALIZADOS EM MC

Na tampa de cada placa contendo MC (item 4.2.2), anotou-se de que placa 

com MM (item 4.2.1) + suplementos (item 4.3) essas colônias foram retiradas. 

Essas placas foram incubadas até esporularem, ou seja, aproximadamente 8 dias 

em BOD a 28°C. Após, cada colônia foi transferida para MM com os suplementos 

da placa de MM original, também na distribuição de 26 pontos devidamente



37

numerados. Por exemplo: colônias que cresceram na primeira etapa em MM + lis + 

pir foram repicadas em MC. Após esporulação das 26 colônias, essas foram 

transferidas para MM + lis, MM + pir e MM + lis + pir. Novamente foram 

incubadas a 28°C e após 3 a 4 dias identificou-se as colônias que cresceram e 

conseqüentemente os recombinantes.

4.10 CARACTERIZAÇÃO PARA PADRÕES DE ISOENZIMAS 

(PACCOLA-MEIRELLES, 1988, MODIFICADO POR KAVA- 

CORDEIRO, 1998 - COMUNICAÇÃO PESSOAL) E

PADRÕES DE PROTEÍNA TOTAL (ALFENAS et al., 1991)

4.10.1 Cultivo dos Fungos e Extração de Proteínas

Conídios das linhagens ensaiadas foram coletados e colocados em Solução 

de Tween 80 (item 4.4.2), homogeneizadas e inoculados em frascos Erlenmeyer 

contendo MC (item 4.2.2) líquido. Incubou-se esses frascos em agitador orbital 

a 150 rpm a 28°C por aproximadamente 3 dias. O micélio produzido foi coletado 

em funil de Büchner contendo papel filtro, com auxílio de bomba de vácuo. O 

micélio foi lavado várias vezes com água destilada esterilizada, para retirar-se 

o restante do meio de cultura. Esse micélio permaneceu acondicionado em placa 

de Petri esterilizada e devidamente vedada a -20°C.
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O micélio foi, então, triturado em cadinho com macerador, adicionando-se 

Nitrogênio líquido, colocados em tubos de centrífuga cujas massas já haviam sido 

verificadas e para cada 300mg de micélio foi adicionado lml de solução extratora 

(solução estoque de tampão do gel concentrador) (item 4.4.4) e então, 

armazenado a 4°C por, no mínimo, 12 horas. Após, foi centrifugado a 4000 rpm 

em centrífuga refrigerada (5°C, pois o aquecimento pode desnaturar as proteínas 

e afetar a atividade enzimática) por 1 hora. Retirou-se o sobrenadante (extrato 

protéico), que foi armazenado em tubos de microcentrífuga de l,5ml a -20°C.

4.10.2 Placas de Gel de Acrilamida

As placas foram montadas em sistema vertical e vedadas com ágar-água 

4%. Foi preparado o gel separador à 10% (item 4.4.3) e vertido na placa com o 

auxílio de uma seringa até 1,5 cm abaixo da parte inferior do pente. 

Aproximadamente 250|j.l de butanol foi adicionado para linearização. Após 

polimerização - que ocorre pela formação de radicais livres de acrilamida obtidos 

quimicamente e catalisada pela presença do TEMED -, foi retirado o butanol e 

lavado com água. Foi preparado o gel concentrador a 4% (item 4.4.14), vertendo-o 

em seguida, acima do gel separador, também com auxílio de seringa. Introduziu- 

se o pente sobre o gel empilhador e conservou-se à temperatura ambiente para 

polimerização.

Eventualmente, o gel foi colocado em plástico devidamente vedado e 

acondicionado em geladeira por até 3 dias, sem prejuízo nos resultados.
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Polimerizado o gel, foi retirado o pente e o espaçador inferior das placas, 

limpando-se o ágar-água. Foi, então, fixada a placa à cuba de corrida e os poços 

deixados pelo pente, foram lavados com o tampão de corrida.

As amostras foram preparadas em tubos de microcentrífuga, sendo 

utilizados 10fj.l de tampão da amostra (item 4.4.9) para 40|xl de amostra, que após 

homogeneizados foram adicionadas aos poços. Os tanques superior e inferior 

foram preenchidos com tampão de corrida, tomando-se o cuidado de eliminar as 

bolhas. A corrida teve início em 100V, sendo que ao final do gel concentrador, 

elevada a voltagem para 200V até o final.

4.10.3 Coloração Para Revelação de Esterase

Ao término da corrida, o gel foi retirado da placa e colocado em solução 

corante para esterase por 10-15 minutos a 37°C (item 4.4.15). Após este período, 

o gel foi retirado do corante, lavado com água destilada e mantido em água 

destilada a 4°C.

4.10.4 Coloração para Revelação de Proteína Total

O gel foi retirado da placa e colocado em solução corante para proteína 

total a 37°C por 12 horas (item 4.4.16). Em seguida, lavagens sucessivas foram 

efetuadas com a solução de fixador PAGE (item 4.4.12) para fixar-se as bandas e 

remover-se o excesso do corante. Manteve-se o gel em água destilada a 4°C.
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4.10.5 Coloração para Revelação de Álcool Desidrogenase

O gel foi incubado no escuro a 30-37°C por 15-60 min (item4.4.17). Após, a 

solução foi descartada e o gel foi fixado em solução aquosa de glicerol 107o.

4.10.6 Coloração para Revelação de Sorbitol Desidrogenase

O gel foi incubado no escuro a 30-37°C até as bandas aparecerem (item 

4.4.18). A solução foi descartada e o gel foi fixado em solução aquosa de glicerol 

10%.



5 RESULTADOS E DISCUSSÃO

5.1 OBTENÇÃO DE MUTANTES EM Metarhizium anisopliae

Durante o trabalho, foram realizados 3 tratamentos com luz ultravioleta 

para a obtenção de mutantes que foram utilizados nos heterocários, de acordo 

com a Tabela 1.

O tempo de exposição à luz ultravioleta foi de 1 minuto, buscando-se uma 

taxa de sobrevivência de 1 a 5%, ou até menor.

TABELA 1 - HISTÓRICO DAS IRRADIAÇÕES, FREQÜÊNCIA E

ASPECTO DOS MUTANTES OBTIDOS EM Metarhizium anisopliae

TRATAMENTO N° DE COLÔNIAS MUTANTES MUTANTES 

COM UV ENSAIADAS MORFOLÓGICOS AUXOTRÓFICOS

A19 meti ylo2 248 selvagem e pvil nicl e pirl

AÍ9 meti yk>2 232

TOTAL 697 02 02

Obs.: pvi corresponde à coloração vinho pálido (Figura 4), ylo à coloração amarelo claro (Figura 
5), selvagem à coloração verde original (Figura 6), met à deficiência para o aminoácido 
metionina, nic e pir à deficiências para as vitaminas ácido nicotínico e piridoxina 
respectivamente.



FIGURA 4 - MUTAÇÃO MORFOLÓGICA PARA COLORAÇÃO 

VINHO PÁLIDO - PVI EM Metarhizium anisop/iae

FIGURA 5 - MUTAÇÃO MORFOLÓGICA PARA COLORAÇÃO 

AMARELO CLARO - YLO EM Metarhizium anisopliae
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FIGURA 6 - REVERSÃO DE MUTAÇÃO PARA COLORAÇÃO 

VERDE ORIGINAL EM Metarhizium anisopliae

A freqüência de obtenção tanto de mutantes morfológicos quanto 

auxotróficos foi de 0,28694%.

Ambos os mutantes auxotróficos apresentaram crescimento apenas em 

MM+met+vitamina (pois já apresentavam a deficiência para metionina) 

procedendo-se assim novos repiques em MM + todas as combinações de vitaminas 

+ met, da seguinte maneira:

Placa 1 - MM + Met + Nic + Pir + Tia 

Placa 2 - MM + Met + Paba + Ribo + Tia 

Placa 3 - MM + Met + Bio + Pir + Ribo
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O crescimento foi verificado apenas na placa n°. 1 para uma das colônias 

mutantes, identificando-se, desta forma, deficiência para acido nicotínico, que 

está presente somente nesta placa. Para a outra colônia mutante, o crescimento 

foi verificado na placa 1 e 3, identificando-se piridoxina como a deficência 

presente. Estas marcas auxotráficas foram confirmadas em outro repique.

5.2 TESTE DE REVERSÃO

Para Metarhizium anisopliae, as linhagens AL pabal pro7 ilel pvil, AL pro2 

cysl, AL vali lisl, os mutantes auxotróficos e recombinantes obtidos foram 

ensaiadas quanto à reversão espontânea de suas marcas. No entanto, não 

apresentaram marcas revertentes.

Para Beauveria bassiana, além dos mutantes 252 nie tia, 196 paba nie e E3 

bio cys, todos os recombinantes obtidos por DALZOTO (1999) também foram 

ensaiados quanto a reversão de suas marcas. Os mutantes não apresentaram 

reversão de suas marcas. Já quanto aos recombinantes, apenas dois - C7R1 e 

C4R1 - não apresentaram reversão de suas marcas. Desta forma, optou-se por 

utilizar somente essas duas linhagens na caracterização molecular de 

eletroforeses de isoenzimas e proteína total.
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5.30BTENÇÃ0 DE RECOMBINANTES EM Metarhizium anisopliae

Foram escolhidas linhagens complementares diferentes para a tentativa de 

obtenção de heterocários e produção de recombinantes pelo método do "Poço" de 

AZEVEDO (1971). Foram realizados 3 cruzamentos, os quais:

Cruzamento 1: AL pabal pro7 ilel pvil X A19 meti nicl ylo2
. )

Cruzamento 2: AL vali lisl X A19 meti pirl ylo2 

Cruzamento 3: AL vali lisl X AL pro2 cysl

Os recombinantes obtidos foram os seguintes:

Cruzamento 1: Recombinante nie"

Cruzamento 2: Recombinante vai'

Recombinante vai' pir'

Recombinante met'

Recombinante lis' pir'

Recombinante pir"

Recombinante prototrófico 

Cruzamento 3: Recombinante cys'
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5.4 ANÁLISE DE ISOENZIMAS E PROTEÍNA TOTAL

Inicialmente, a caracterização eletroforética foi realizada através de 

quatro diferentes isoenzimas, sendo: Esterase a, Esterase p, Álcool 

Desidrogenase e Sorbitol Desidrogenase.

Tanto para Esterase a quanto para Esterase p, os fungos - Metarhizium 

anisopHae e Beauveria bassiana - não apresentaram bandas, embora RIBEIRO 

(1999) tenha obtido bandas polimórficas para linhagens de M. anisopHae. As 

revelações para esterase costumam formar grande número de bandas porque 

qualquer enzima capaz de quebrar a ligação naftil acetato dá reação positiva. 

Desta maneira, HALL et al. (1969) cita alguns problemas que podem responder a 

ausência de bandas para essas linhagens, como: problemas na otimização das 

condições de extração e eletroforese de cada isoenzima dentro dos sistemas 

enzimáticos. Para confirmar a possibilidade de problemas na extração, em uma 

das corridas foram utilizados extratos protéicos de linhagens de M. anisopHae de 

RIBEIRO (1999), as quais continuaram não apresentando bandas para esterase. 

Assim, outros problemas citados por ALFENAS et al., (1991) podem ser 

levantados, como polaridade reversa, baixa concentração da amostra ou ainda, 

oxidação ou ação de proteases.

Para Álcool Desidrogenase e Sorbitol Desidrogenase, além de só 

apresentarem bandas para Metarhizium anisopHae (Figura 7 e 8), não foi 

verificado variação entre as linhagens.
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1 2 3  4 5  6 7 8 9  10 11

FIGURA 7 - ELETROFEROGRAMA DE ÁLCOOL DESIDROGENASE

PARA Metarhizium anisopliae

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11

FIGURA 8 - ELETROFEROGRAMA DE SORBITOL DESIDROGENASE

PARA Metarhizium anisopliae
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Para ambas as Figuras 7 e 8, os números correspondem as seguintes 

linhagens:

1 - A19

2 - AL vali lisl

3 - Recombinante prototrófico

4 - Recombinante vai pir

5 - Recombinante met

6 - Recombinante pir

Diante destes resultados, optou-se por caracterizar os recombinantes 

através de proteína total (Figuras 9 e 10) que é capaz de fornecer todas as 

proteínas/enzimas que estão sendo sintetizadas pelo organismo.

FIGURA 9 - ELETROFEROGRAMA DE PROTEÍNA TOTAL 

PARA Metarhizium anisopliae

7 - Recombinante lis pir

8 - A19 meti pirl ylo2

9 - AL pabal pro7 ilel pvil

10 - Recombinante nie

11 - A19 meti nicl ylo2
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Os números no eletroferograma de Proteína Total para Metarhizium 

anisoptiae representam as seguintes linhagens:

1 - A19 (selvagem)

2 - A19 meti nicl ylo2 (parental) --- ►  CRUZAMENTO 1

3 - Recombinante nie'

4 - AL paba 1 pro7 ilel pvill (parental)

5 - AL vali lis 1 (parental)

6- Recombinante met'

7 - Recombinante pir“

8 - Recombinante lis' pir' ___ ^ CRUZAMENTO 2

9 - Recombinante val' pir'

10 - Recombinante prototrófico

11 - A19 metl pirl ylo2 (parental)

12 - AL pro2 cysl (parental)

13 - Recombinante cys' --- ►  CRUZAMENTO 3

14 -AL val 1 lisl (parental)

No cruzamento 1, o único recombinante obtido apresentou padrão de 

bandas idêntico a ambos os parentais, diferindo em somente 1 banda do parental

4 (AL pabal pro7 ilel pvil).

No cruzamento 2, mais especificamente nos recombinantes 9 (val‘ pir') e 

10 (prototróf ico) houve a presença de uma banda nova que não está presente nos
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parentais e nem selvagens. No entanto, os outros recombinantes apresentam 

bandas que estão presentes em ambos os parentais, diferindo do parental 11 (A 19 

meti pirl ylo2) em duas bandas que não estão presentes em nenhum dos 

recombinantes.

Com relação ao cruzamento 3, o recombinante apresentou apenas 1 banda, 

sendo que esta também está presente nos dois parentais. Deste modo, este 

cruzamento mostrou-se pouco informativo.

Como os parentais envolvidos nos 3 cruzamentos apresentaram um padrão 

eletroforético bastante parecido, não se pode afirmar que não ocorreram 

mistura de bandas que caracterizaria a formação de diplóides, seguida de 

permuta mitòtica e haploidização rápida. Por outro lado, pode-se sugerir que a 

essa formação de diplóides não tenha ocorrido, porque esta é facilmente 

detectável na morfologia da colônia de Metarhizium anisop/iae, que após a 

formação do heterocário não apresentou setores e também, no cruzamento 1, os 

esporos não retornaram à coloração selvagem, caracterizando diploidia.

O aparecimento de apenas duas bandas novas em dois recombinantes 

permite inferir que esteja ocorrendo uma alteração no genoma desses. Trabalhos 

realizados por PACOLLA-MEIRELLES e AZEVEDO (1994) através de 

eletroforese de esterase, mostraram que os produtos recombinantes podiam 

assemelhar-se às linhagens parentais, ser uma mistura dos dois parentais ou 

então apresentar algumas bandas não existentes nos parentais. Estas novas 

bandas foram atribuídas ao desenvolvimento de proteínas com propriedades 

novas ou modificadas.
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FIGURA 10 - ELETROFEROGRAMA DE PROTEÍNA TOTAL 

PARA Beauveria bassiana

Os números no eletroferograma de Proteína Total para Beauveria bassiana 

representam as seguintes linhagens:

1 -196 (selvagem)

2 - 196 paba nie (parental)

3 - Recombinante 196 X E3 cys (C7R1)

4 - E3 bio cys (parental)

5 - E3 (selvagem)

6- Recombinante 252 X E3 prototròfico (C4R1)

7 - 252 nie tia (parental)

8 - 252 (selvagem)
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De acordo com a Figura 10, o recombinante C7R1 é semelhante a ambos 

parentais, sendo que o parental 2 (196 paba nie) difere em duas bandas. Deste 

modo, não se pode afirmar que não ocorreu mistura de bandas, pois os parentais 

envolvidos são muito semelhantes para tal padrão eletroforético, embora 

DALZOTO (1999), investigando estas linhagens por RAPD, encontrou 100% de 

similaridade do recombinante com o parental 4 e apenas 14% com o parental 2.

Já o recombinante C4R1 apresentou semelhança com o parental 4 (E3 bio 

cys) e selvagem E3 em apenas duas bandas, sendo esta, maior ao parental 7 (252 

nie tia) e selvagem 252, embora tenha apresentado 2 bandas novas, que como já 

discutido para Metarhizium anisopUae, podem ser atribuídas ao desenvolvimento 

de proteínas com propriedades novas ou modificadas. Comparando-se aos dados 

de DALZOTO (1999), este recombinante apresentou 28% de similaridade com o 

parental 4 e selvagem E3, em torno de 60% com o parental 7 e, diferindo dos 

resultados encontrados neste trabalho, 100% com o selvagem 252. Neste 

cruzamento, pode-se sugerir que o recombinante obtido apresentou padrão 

eletroforético mais semelhante a um dos parentais. Assim, como já observado 

por DALZOTO (1999), a recombinação não parece estar acontecendo por 

formação de diplóides, seguida de permuta e haploidização rápida, embora para 

Beauveria bassiana, a diploidia não é facilmente detectável em sua morfologia, 

sendo necessária a utilização de técnicas citolágicas e de quantificação de DNA.

Diante dos resultados encontrados para os dois fungos não foi possível 

afirmar que tipo de recombinação está ocorrendo. Para comparação, em 

trabalhos posteriores, realizar-se-á uma análise direta do DNA por outras 

metodologias, pois, segundo ST LEGER et al. (1992), algumas isoenzimas tem sua 

produção alterada em virtude dos componentes do meio de cultura limitando as 

análises e conseqüentemente, as interpretações.
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6 CONCLUSOES

. O método do "Poço" descrito por AZEVEDO (1971) foi eficiente na

obtenção de recombinantes nos três cruzamentos realizados em Metarhizium 

anisopliae, sendo o maior número obtido no cruzamento 2. Esses produtos 

recombinantes foram obtidos diretamente do heterocário, sem a observação de 

diplòides, indicando, desta forma, a ocorrência de parameiose.

. A eletroforese de proteína total foi eficiente na caracterização de

linhagens selvagens e mutantes. No entanto, somente esta análise não propicia 

indicar o tipo de recombinação que está ocorrendo em Beauveria bassiana e 

Metarhizium anisopliae. Assim, a utilização de linhagens parentais mais 

contrastantes e outras metodologias podem propiciar melhores interpretações.

. 28,57% dos recombinantes de Metarhizium anisopliae apresentaram

bandas novas, enquanto que para Beauveria bassiana, um, dos dois recombinantes 

utilizados, apresentou duas novas bandas. Estas podem ser atribuídas ao 

desenvolvimento de proteínas com propriedades novas ou modificadas.
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