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RESUMO

Foram obtidas, com o auxilio da luz ultravioleta, 14 linhagens mutantes
do fungo Metarhizium anisopliae, sendo 9 mutantes para a biossintese de
requisitos nutricionais (mutantes auxotréficos) e 5 mutantes para a coloracao de
conidios (mutantes morfolégicos), todos estaveis pois nao apresentaram taxa de
reversdo das mutacdes. Mutantes morfolégicos obtidos foram comparados com
a linhagem de coloracao selvagem (verde) quanto a resisténcia a luz ultravioleta.
Pelos resultados obtidos, pode-se reforcar a hipétese de que a pigmentagao dos
conidios é um fator de resisténcia a acdo da luz ultravioleta, pois a linhagem
verde mostrou ser mais resistente. Foram realizados 2 cruzamentos diferentes
para a obtencdo do heterocério. Destes cruzamentos houve a formacao de
pelicula heterocariética que foi colocada em meio de cultura minimo (MM). No
heterocério, pode-se observar a formacao de coldnias esverdeadas com conidios
relativamente maiores em relagcdo ao dos parentais, indicando a formacao de
dipldides a partir do heterocario. Nao foi possivel detectar recombinates

diretamente do heterocério, ndo sendo possivel a verificagido da parameiose.

vi



1) INTRODUCAO

O uso intensivo de tradicionais pesticidas quimicos no combate a pragas
em lavouras pode causar grandes prejuizos as populacdes que se utilizam de
derivados vegetais como fonte de alimento e também a todo o ecossistema. Isto
porque, diversas pragas quando expostas durante sucessivas vezes a pesticidas
quimicos podem ser selecionadas, restando linhagens resistentes que se
reproduzem normalmente, tornando o uso destes pesticidas ineficientes. Pode-se
citar como exemplo o uso de pesticidas no combate a cupins no Norte da
América e em todo o mundo. Os pesticidas deixaram de ser eficientes no
combate desta praga porque nao causavam mais a morte dos cupins, foram
selecionados e tornaram-se resistentes, ou simplesmente os cupins mudavam-se
de ambiente (ZOBERI, 1995).

Em decorréncia desta problemaética, observa-se a necessidade de utilizar
métodos naturais para o controle de pragas, como por exemplo, o controle
bioldgico.

Muitos fatores tem contribuido a favor da utilizacdo de microrganismos
patégenos para o controle biolégico, como a facilidade de producéo e aplicacao
dos mesmos e também pela conscientizacao dos problemas e riscos que podem
advir da utilizacao indiscriminada de pesticidas quimicos em relacéo a qualidade
ambiental e qualidade dos produtos a seres consumidos pela populacao. Dentre
os microrganismos utilizados para o controle biolégico, destaca-se o fungo
Metarhizium anisopliae.

No Brasil, os primeiros resultados favoraveis a utilizacao de M. anisopliae
como controle biolégico, datam dos anos 70, quando Pietro Guagliumi,
juntamente com um grupo liderado pela Dra. Maria de Lourdes Aquino,
iniciaram sua utilizacdo para o controle de cigarrinha da folha de cana de agticar

no Estado de Pernambuco. Com a aplicacdo de uma mistura flingica que



continha o micélio, conidio e parte do substrato conseguiram resultados
excelentes que foram sendo divulgados, iniciando-se, nos demais Estados mais
ao sul, sua utilizacao numa tentativa de controle de Mahanarva posticata, uma
cigarrinha que causa grandes prejuizos nas plantacbes de cana no nordeste do
Brasil (MESSIAS, 1989).

Este fungo também apresenta bom potencial para o controle de muitas
outras espécies insetos (ALVES, 1986), como: Chalcodermus aneus (= C
bimaculatus), manhoso (LORD, 1986; QUINTELA et al., 1989; BAGALHI, 1987);
Anthonomus grandis, bicudo do algodao (JARAMILLO & ALVES, nao publicado,
em ALVES, 1986); Hypothenemus hampei, broca-do-café (LECUONA et al.,
1986); formiga do género Atfta (ALVES & SOSA GOMEZ, 1983); Atta sexdens
piriventris, formiga satGva (DIEHLFLEIG et al, 1988), Heliothis armigera
(GOPALAKRISHNAN & NARAYANAN, 1988, 1989); rubriceps, praga de cana-
de-aguicar (SAMUELS et al., 1989b); Antitrogus parvulus, praga de cana-de-agucar
(SAMUELS et al., 1990); Manduca sexta, praga do tabaco (SAMUELS et al., 1988;
HASSAN et al., 1989); Nilaparvata lugens (SAMUELS et al., 198%a); Ceratitis
capitata, mosca-de-frutas (GARCIA et al.,, 1985, 1989); Ofiorhynchus sulcatus,
inseto praga de plantas ornamentais como azaléia, begbnia e gerénio (REINECKE
et al., 1990), gafanhotos (GOETHEL et al, 1995), entre outros.

Sua patogenicidade também ja foi comprovada em insetos de interesse
meédico como: Rhodnius prolixus (SILVA & MESSIAS, 1986); Triatoma infestans
(SILVA et al.,1989); os vetores da doenca de Chagas em geral (RANGEL et al.,
1989); Glossina morsitans morsitans, mosca tsé-tsé (KAAYA, 1989; KAAYA &
OKECHI, 1990); os mosquitos Aedes aegupti e Anopheles stephens (PATEL et al.,
1990). '

O M. anisopliae é enquadrado na categoria de parasita facultativo pois tem a
capacidade de desenvolver-se em ambientes naturais mesmo na auséncia de seus
hospedeiros (FARGUES & REMAUDIERE, 1977).

Pertencente a subdivisdo Deuteromycotina, ordem Moniliales, familia

Moniliaceae, foi descrito pela primeira vez por Metschnikoff em 1879, na Rdssia,
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parasitando larvas de Anisopliae austriaca, sendo entdo denominado
Entomophthora anisopliae. Em 1883, Sorokin o classifica como Metarhizium
anisopliae e, apesar de ter recebido outras denominacdes até o final da década de
60, este foi o nome definitivo adotado para o fungo. Técnicas moleculares
avancadas tem sido utilizadas para melhor classificar e caracterizar este
microrganismo devido ao aumento de seu uso no controle biolégico. Técnicas de -
DNA “finger-printing” tem sido utilizadas para auxiliar na idehtificagéo da
propriedade de controle biolégico das racas e na correlacdo particular do genétipo
pela marca no DNA com a patogenicidade particular do grupo (SAMSON, 1994).

O género Metarhizium compreende 2 espécies: M. anisopliae e M.
favoviride, sendo que a primeira apresenta 2 variedades: variedade anisopliae com
conidios entre 3,5-9,0 um de comprimento e a variedade major com conidios
entre 9,0-18,0 um de comprimento (TULLOCH, 1976).

Os conidios apresentam coloracéo esverdeada, séo cilindricos com as pontas
arredondadas e frequientemente mais estreitos no meio. Sao formados a partir de
conidiéforos originados diretamente das hifas hialinas e sdo geralmente
uninucleados (TINLINE, 1971), com pequena proporcado de binucleados
(MESSIAS & AZEVEDO, 1980) ou mesmo multinucleados em algumas linhagens
(LUNA, 1985).

As hifas sdo freqlientemente uninucleadas em seus segmentos, podendo
ocorrer 2 ou mais nicleos, sendo que estes segmentos multinucleados geralmente
aparecem em pontas de hifas (LUNA, 1985).

A existéncia de células hifais com mais de um nicleo e anastomoses comuns
entre esporos, tubos germinativos e hifas, propiciam a obtencdo de heterocérios,
apesar da dificuldade em perpetuar esta condigdo, devido aos conidiéforos
uninucleados que dificultam a transmissao desta condicdo heterocaridtica aos
conidios (TINLINE & NOVIELLO, 1971).

O fungo M. anisopfiae apresenta crescimento 6timo em temperaturas entre
25°C e 30°C e tem seu crescimento prejudicado acima de 30°C ou abaixo de 7°C

(VILACORTA, 1978). Segundo ALVES & NOGUEIRA (1984) em temperaturas



abaixo de 16°C e acima de 36°C a germinacéo dos conidios é nula, havendo perda
- de viabilidade apés exposicao a 40°C por 24 horas. A rapidez no desenvolvimento
do micélio e a conseqliente rapidez na evolugdo da infeccdo dependem da
temperatura sendo que FERRON (1978), considera entre 27°C e 28°C a melhor
temperatura de desenvolvimento para este fungo.

M. anisopfiae suporta uma variacao de pH de 2,0 a 8,5, sendo que 6,9 ¢ a
melhor condigéo para crescimento e esporulacao (VEEN, 1968).

E um microrganismo pouco exigente em relacao a fonte nutritiva,
desenvolvendo-se em diversos meios de cultura.

Parece existir correlacdo positiva entre a presenca de luz e a produgao de
esporos. SANTOS (1978) manteve culturas de M. anisopliae em condigbes de
escuro total ou com luz alternada, notando que as culturas submetidas a condi¢des
de auséncia total de luz apresentavam grande dificuldade na produgao de esporos.

Na fase parasitdria, apés a germinagdo dos conidios, M anisopliae
desenvolve estruturas denominadas apressérios (FERRON, 1978) e produz
algumas exoenzimas responséveis pela degradacao da cuticula do inseto que, com
o auxilio mecénico dos apressérios, permitem a penetracéo do fungo no interior do
inseto (ST. LEGER et al., 1991a). Ap6s a penetracdo, este geralmente assume
formas leveduriformes denominadas blastésporos que se espatham rapidamente
por varios tecidos do hospedeiro. O crescimento de micélio no interior do inseto e
as toxinas produzidas pelo fungo sdo os responsaveis pela morte do inseto, mas,
esta geralmente ndo ocorre antes que este inseto esteja recoberto por conidios,
disseminando a infec¢ao (ST. LEGER et al., 1991b).

E possivel induzir a formacdo de apressérios in vitro, colocando-se uma
estrutura rigida e preferencialmente hidrofébica em contato com os tubos
germinativos (ST. LEGER et al., 1989). Os blastésporos também podem ser
produzidos em laboratério em meios de cultura liquidos. O aumento da

concentracao de agicar em meio de cultura, favorece a formacao de blastésporos

(HUMPHREYS et al., 1989).



Tem se notado a grande variabilidade existente entre linhagens de
Metarhizium anisopliae em diferentes regides do Brasil, diferenciando-se pela maior
producdo de esporos, maior viruléncia e maior resisténcia & luz ultravioleta
(PAMPHILE, 1992). Vérios parametros tém sido utilizados para a caracterizacio
destas linhagens, como estudos comparativos da morfologia e fisiologia das
mesmas (ALVES et al., 1986; AGUIAR, 1991) e através de técnicas eletroforéticas
(DE CONTI et al., 1980; COSTA, 1989; VALADARES, 1989; PAMPHILE, 1992).

Recentemente comegaram a surgir os primeiros resultados de estudos da
genética molecular de M. anisopliae, como a transformacdo de linhagens para a
resisténcia ao fungicida benomyl (GOETTEL et al., 1990; BERNIER et al., 1989a)
sendo que este sistema basico de transformacéo poderé ser utilizado para outros
genes, a clonagem de genes envolvidos na viruléncia do fungo (BERNIER et al.,
1989b), o estudo de linhagens por RFLP (Restriction Fragment Lenght
Polymorphism) (PIPE et al., 1989), a obtencéo de cariétipos eletroforéticos de
linhagens através de PFGE (Pulsed-Field Gel Electrophoresis) (KAVA-CORDEIRO
et al.,1993) e estudos de padroes polimérficos por RAPD (Random Amplified
Polimorphic DNA) (FUNGARO et al.,1994).

Até hoje nao se utiliza todo potencial entomopatogénico do M. anisopliae,
em parte porque pouco se sabe sobre sua genética e também por este apresentar a
desvantagem de nao possuir o ciclo sexual, fator que limita os trabalhos cléssicos
de melhoramento genético.

Com a descoberta do ciclo parassexual em 1952 por PONTECORVO &
ROPER no fungo Aspergillus nidulans e posteriormente em outros fungos, vérias
barreiras para o estudo genético de fungos que ndo apresentavam ciclo sexual
foram superadas.

Para a Genética, o ciclo parassexual em fungos constitui um poderoso
sistema de andlise genética, permitindo 0 mapeamento de genes nos diferentes
grupos de ligacdo, o mapeamento dos centrdbmeros, uma andlise mais detathada da

permuta mitética e do processo de haploidizagdo e, principalmente abre a



possibilidade de um estudo genético em fungos imperfeitos, estudo este que sé
pode ser feito depois da descoberta do ciclo parassexual (AZEVEDO, 1972).

O ciclo parassexual caracteriza-se por apresentar uma fase dipléide,
geralmente bastante estdvel, que surge pela anastomose de hifas com ntcleos
hapléides diferentes, seguida de fusdao nuclear. A anastomose de hifas ocorre
quando hifas de individuos diferentes fusionam-se originando uma hifa com
nicleos diferentes (heterocério). Estes niicleos podem sofrer fusao, originando um
ntcleo dipléide. Este dipléide pode persistir por vérias divisdes mitdticas. Neste
estagio pode ocorrer recombinacdo e a haploidizacdo ocorre devido a nao
disjuncédo através da aneuploidia (PONTECORVO, 1956).

Do ponto de vista aplicado, o ciclo parassexual possibilitou o-melhoramento
genético em fungos economicamente importantes e que nao apresentam ciclo
sexual (SERMONTI, 1969; MESSIAS, 1979; BONATELLI JR., 1981) e também
permitiu explicar o aparecimento de novas racas fisiolégicas em fungos
fitopatogénicos (BUXTON, 1956, 1962; AZEVEDO, 1976).

Para o Metarhizium anisopliae, o primeiro passo para o ciclo parassexual, a
heterocariose, foi demonstrado por TINLINE & NOVIELLO (1971), mas, o ciclo
parassexual completo, com a obtengéao de dipléides e segregantes foi demonstrado
por MESSIAS (1979), AL-AIDROOS (1980) e MESSIAS & AZEVEDO (1980). Os
autores trabalharam com marcas para resisténcia (AL-AIDROOS, 1980) e marcas
para coloracdo dos conidios e auxotrofia (MESSIAS & AZEVEDO, 1980; AL-
AIDROOS, 1980).

Segundo MESSIAS & AZEVEDO (1980) o tamanho dos conidios hapléides
e dipléides nao difere significativamente, porém, o didmetro do nicleo dos
conidios dipléides é maior do que o diametro do nicleo dos conidios hapléides e a
quantidade de DNA nos conidios dipléides é, em média, 1,8 vezes maior do que
nos conidios hapléides. Também nao foram encontrados conidios dipléides com
mais de um nucleo, ou seja, eles eram sempre uninucleados.

Ja BERGERON & MESSING-AL-AIDROOS (1982) encontraram diferenca

significativa entre o tamanho dos conidios hapléides e dipléides. O tamanho dos



conidios dipléides era significativamente maior e foi utilizado como parametro na
identificacdo dos dipléides.

MAGOON & MESSING-AL-AIDROOS (1984) definiram 4 critérios que
podem ser utilizados na determinacgao da ploidia dos recombinantes resultantes do
ciclo parassexual: didmetro do conidio, didmetro do nicleo do conidio,
estabilidade da col6nia em presenca de benlate e morfologia da colénia.

MAGOON & MESSING-AL-AIDROOS (1986) propuseram a existéncia de 2
vias metabdlicas para a biossintese da pigmentacao dos conidios. Pela anélise dos
segregantes obtidos no ciclo parassexual, fizeram o mapeamento de mais 2 marcas
genéticas nos 5 grupos de ligacdo propostos por BERGERON & MESSING-AL-
AIDROOS (1982).

LUNA & AZEVEDO (1985) utilizando 2 linhagens (A4 e E6) de M
anisopliae com carateristicas morfoldgicas divergentes e com marcas auxotroficas
complementares obtiveram, pelo ciclo parassexual, possiveis dipldides que
apresentavam um volume nuclear maior que as linhagens parentais e que
mantinham a capacidade de atacar insetos.

Outros autores (SILVEIRA, 1983, FRIGO, 1983; SILVEIRA & AZEVEDO,
1987, PAMPHILE, 1992) relataram a dificuldade e até a impossibilidade de
obtencao de heterocérios entre linhagens diferentes e também entre alguns
mutantes originados da mesma linhagem. Com a utilizacdgo da metodologia de
fusdo de protoplastos para esta espécie, algumas dificuldades da obtencédo de
heterocérios foram superadas (SILVEIRA, 1983; SILVEIRA & AZEVEDO, 1987).
FRIGO (1983) utilizou uma variacdo desta técnica, denominada técnica do
"doador morto" (FERENCZY, 1981; HOPWOOD & WRIGHT, 1981) que mostrou
ser efetiva na obtencédo de dipléides e segregantes entre linhagens distintas.

Outro processo de recombinacdo detectado em M anisopliae é a
parameiose. Este termo foi proposto por BONATELLI JR. et al. (1983) para
designar um certo tipo de instabilidade dos nicleos dipléides heterozigotos que,
apds alta taxa de recombinacédo, sofrem haploidizacdo nas hifas heterocaridticas,

guardando semelhanga com o processo meidtico.



Evidéncias da ocorréncia da parameiose podem ser observadas em diversos
outros trabalhos descritos na literatura. Observa-se, no entanto, que a deteccéo dos
recombinantes hapléides no heterocério nem sempre é precisa, sendo muito
confundida pelos autores como sendo "dipldides” (que nao segregam) ou como
parentais auxotréficos revertentes (BAGALHI, 1987).

BERGERON & MESSING-AL-AIDROOS (1982) obtiveram recombinantes
hapléides diretamente do heterocéario, evidenciando a alta instabilidade dos
dipléides.

SILVEIRA & AZEVEDO (1987) interpretam a alta instabilidade de produtos
de fusdo com base no processo da parameiose. Este processo também foi
verificado por BAGALHI (1987) e estudado com maior profundidade por
BAGAGLI et al. (1991).

A descoberta do processo da parameiose em M. anisopliae ampliou as
possibilidades de melhoramento genético neste fungo possibilitando a obtencéo de
linhagens que combinem caracteristicas favoraveis dos pais para o controle
biolégico (AZEVEDO, 1989), tornando-os cada vez mais eficazes no controle de
pragas em locais com caracteristicas distintas.

Para a inducéo do ciclo parassexual em laboratério e para uma possivel
verificacdo do processo parameidtico, é necessério induzir mutacdes, pois através
da obtengdo de mutantes é possivel investigar estes dois processos e assim,
contribuir para futuros trabalhos de melhoramento genético neste fungo.

Varios agentes mutagénicos tem sido utilizados na obtencao de mutantes em
fungos, e eles se dividem basicamente em 2 tipos: mutagénicos fisicos e
mutagénicos quimicos.

Dentre os mutagénicos fisicos, os mais utilizados séo a luz ultravioleta
(TINLINE & NOVIELLO, 1971; MESSIAS & AZEVEDO, 1980; MAGOON &
MESSING-AL-AIDROOS, 1986; MESSIAS et al., 1986; SILVEIRA & AZEVEDO,
| 1987; GOLDMAN, 1988; PACCOLA-MEIRELLES, 1988; BAGAGLI et al., 1991;
KAVA-CORDEIRO, 1993) e entre as radiacOes ionizantes, o raio gama



(GOLDMAN, 1988, PACCOLA-MEIRELLES, 1988; PIMENTEL, 1991; KAVA-
CORDEIRO, 1993).

Dentre os mutagénicos quimicos mais utilizados estao o DES (Dietilsulfato)
(GOLDMAN, 1988; PIMENTEL, 1991), o EMS (Etilmetanosulfonado) (AL-
AIDROOS & ROBERTS, 1978, MAGOON & MESSING-AL--AIDROQOS, 1986) e o
acido nitroso (SIDDIQI, 1962; AZEVEDO, 1970; GOLDMAN, 1988; PACCOLA-
MEIRELLES, 1988; KAVA-CORDEIRO, 1993).

Para o presente trabalho sera utilizado a luz ultravioleta como agente
mutagénico, por esta apresentar varias facilidades de manuseio e disponibilidade
no laboratério, além de sua comprovada eficicia na obtencédo de mutantes para
este fungo (KAVA-CORDEIRO et al., 1995). A luz ultravioleta , uma radiagéo néo
ionizante, dissipa sua energia para os dtomos que encontra, elevando os elétrons
de orbitais exteriores para niveis de alta energia, um estado referido como
excitacdo. As moléculas contendo &tomos na forma idnica ou no estado de
excitagédo sao quimicamente mais reativas do que as que contém &tomos no seu
estado estdvel normmal. A reatividade aumentada dos atomos presentes nas
moléculas de DNA é a base dos efeitos mutagénicos da luz ultravioleta causando
principalmente a troca de bases do DNA. A luz ultravioleta é absorvida
principalmente pelas bases puricas e pirimidicas (mais ativamente em 254 nm),
obtendo como principal produto da absor¢do de UV os hidratos de pirimidinas e
os dimeros de pirimidinas, sendo os dimeros de pirimidinas (principalmente
dimeros de timina) o principal efeito mutagénico deste agente, pois causa,
aparentemente, alteragdo da dupla hélice de DNA, interferindo na replicacao
precisa do DNA (GARDNER ; SNUSTAD, 1986).

Segundo BURNETT (1975), o processo de inducdo de mutagdo é
reconhecidamente um dos mais utilizados no melhoramento microbiano, e
geralmente, é verificado que um efetivo rendimento na obtengdo de mutantes é
somente conseguido quando a propor¢ao de sobreviventes do material exposto ao

agente mutagénico é muito baixa, entre 1 a 5% ou até menor.
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2) OBJETIVOS

Este trabalho possui como objetivo principal contribuir para o estudo
genético do fungo Metarhizium anisopliae, importante agente de controle biolégico
e, como objetivos especificos:

- obter mutantes morfolégicos e auxotréficos de M, anisopliae,

- induzir o ciclo parassexual,

- detectar recombinantes a partir do heterocario, evidenciando a
parameiose,

- analisar recombinantes obtidos a partir dos dipléides do ciclo
parassexual,

- determinar pardmetros mais seguros para identificacédo de dipléides.
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3) MATERIAIS E METODOS

3.1) LINHAGENS:

A linhagem selvagem do fungo M. anisopliae (denominada AL), utilizada
neste trabalho foi inicialmente cedida pelo laboratério de Genética de
Microrganismos, ESALQ/USP. Foi coletada no Estado de Alagoas, parasitando
insetos da espécie Deois flavopicta (Ordem Homéptera). Os mutantes desta
linhagem utilizados neste trabalho foram obtidos por KAVA-CORDEIRO (1993).

Estes sao listados na tabela 1.

TABELA 1: MUTANTES UTILIZADOS NO TRABALHO

Linhagem Caracterizacao morfolégica
RG amarelo escuro Amarelo escuro (mutante morfolégico)
arg 2 Verde (selvagem)
arg 3 Verde (selvagem)
arg3vylo 1 Amarela (mutante morfolégico)
arg 5 Verde (selvagem)
pab 1 nic 1 pvi Vinho pélido (mutante morfolégico)

Sendo os mutantes “arg” deficientes na biossintese de arginina, “paba”
deficiente para &cido p-aminobenzéico, “nic” para acido nicotinico; Os mutantes
morfoldgicos “ylo” apresentam conidios de coloragédo amarela os “pvi” apresentam
conidios de coloracao vinho pélido e “RG am. esc.” conidios de coloragédo amarelo

escuro.

Estas linhagens sdo mostradas a seguir por fotos:



FOTO 1 LINHAGEM RG AMAREI .0 ESQ 1R()

FOTO 2- LINHAGEM ARG 2



FOTO 3: LINHAGEM ARG 3

FOTO 4: LINHAGEM ARG 3YLO 1

I



FOTO 5: LINHAGEM ARG 5

FOTO 6: LINHAGEM PABA 1NIC 1PVI 1

14
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3.2) MEIOS DE CULTURA:

3.2.1) Meio Minimo (MM) (PONTECORVO et a/., 1953)

=NalNO3 o 6,0 g
-KHPO, oo 1,5¢
-MgSO, . THO o, 0,5g¢g
“FeSOy v 0,02 g
=ZNSO, i 0,02 g
=GlICOSE oo 100g
- Agua destilada .......oooereeeeee, p/ 1000 ml

O pH seré ajustado para 6,8 com NaOH 1 N.
Para MM sdélido serd acrescentado 1,5% de agar DIFCO.

3.2.2) Meio Completo (MC) (PONTECORVO et al., 1953 modificado por
AZEVEDO & COSTA, 1973)

Meio Minimo adicionado de:

- Extrato de levedura ...............cc.ooiin 20g
-Peptona ..o 20g
- Caseina hidrolisada ................ccccoccoooin 15g¢g
- Solucao de Vitaminas ............coooveveeeven... 1,0 ml

O pH seré ajustado para 6,8 com NaOH 1 N.

Para MC sdlido seré acrescentado 1,5% de agar bacterioldgico.



3.3) SOLUCOES:

3.3.1) Solucao de Vitaminas

Acido NiCOTNICO w.vvvevreeeeeeeeeeeeeereereen,
Acido pAMINObenzéico .......coovvveveeeveeen.
Biotina ....oooooe e,
Piridoxing .....oooovvviiiiii
Riboflavina .........cccoovviiiiiiiiie e,
Tiamina ..o

H,O destilada esterilizada ............ccccoeeeneennn

p/100 ml

16

A solucéo foi aquecida em banho-maria a 98°C por 15 minutos e guardada

em frasco escuro, previamente autoclavado, a 4°C.

3.3.2) Solucao de Aminoacidos

- Caseina hidrolisada ......cccooovvvvvivieiieiiinn,

- H,O destilada esterilizada ..........ccccoceeeen

A solucéo foi aquecida em banho-maria a 98°C por 15 minutos e mantida a

4°C.
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3.3.3) Solucao salina

- NaCl 0,85% (p/v) em H,O destilada.

- Aliquotas de 9,0 ml foram colocadas em frascos, autoclavadas e mantidas a

4°C.

3.3.4) Solucao de "Tween 80"

- "Tween 80" 0,1% (v/v) em H,O destilada.

- Aliquotas de 2,5 ml foram colocadas em tubos de ensaio, autoclavadas e

mantidas a 4°C.

3.3.5) Suplementos nutricionais adicionados aoc MM

Aminoacidos SOLUCAO ESTOQUE
- Prolina oo 10 mg/ml (p/v)
- Metionina .....cccoooviivieiiie "

- Leucina .oooooveiiiii "

- Histidina ......oocooviiiii "

- Glutaming .......coooveiiinie "

- ASparaging .......ccoceeeeiieeiiiieie e "

- Acido GIUtAMICO ...vooveveeveeeeeee. "

- Treonina .....oooocvvviiiiciiec "

- Acido ASPALICO ..o "

- LSING e

-Valina oo "
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- GliciNg oo "

- Isoleucina ..o "

- CiStINA vvvveiiiceee "

- THIrosing ..ocoovviiiiiccec e "

- Fenilalanina .........ccccooooiiiiiiiii K
-Triptofano ..., "

=AIGININA ..o "

- CiSteMA .vvevieiieie e "
Vitaminas SOLU(;AO ESTOQUE
- Acido p-AMINObenz6iCo ...vevvvveeeeeirs 0,05 mg/ml
-Biotina ..o, 0,04 mg/ml
- Acido NiCOHTICO v.ovveierereeereeeeeeee e, 0,1 mg/ml
-Riboflavina ........cccooiiii 0,1 mg/ml
-Pirdoxing ..o 0,05 mg/ml
-Tiamina .o 0,05 mg/ml
Acido nucléico SOLUCAO ESTOQUE
- Adenina ... 5 mg/ml

Os estoques dos suplemento foram preparados em frascos contendo 10 ml
de H,O destilada esterilizada que foram posteriormente aquecidos em banho-maria
(98°C) por 15 minutos e mantidos a 4°C. Os estoques de vitaminas foram
conservados em frascos escuros.

No momento do uso, foi acrescentado 0,1 ml da solugdo do suplemento

necessario para 20 ml de meio de cultura em placa de Petri.



19

3.3.6) Albumina 50% (TANAKA ef alii 1979)

Todo o volume da clara de um ovo foi colocado em um Becker e picotado
com tesoura pequena por cerca de 1 hora, vagarosamente sem deixar formar
espumas. Filtrou-se em papel filtro ( o processo é lento, cerca de 3 horas). Ao
volume filtrado, adicionou-se igual volume de glicerina (1:1). A solugdo foi
guardada sob refrigeracao a 4°C, adicionando-se uma pequena por¢éo de canfora

para ajudar na preservagao.

3.3.7) HC1 1N

-HCl concentrado ......ccoooeiviiiiiiiiiieneiiinnn.. 82,50 ml
~ Agua destilada .......ococoeeiiieeeee, p/1000 ml

A solucéo foi conservada a temperatura ambiente.

3.3.8) Tampao fosfato pH 6,9 (0,2M)
* Solucao A - Fosfato de Sédio Dibasico

- NaH2PO4 .......................................................... 24,0 g
- H,O destilada .....cc.oovoviiiiiii p/1000 ml

-NagHPO, oo 28,4 g
-H,O destilada .........ooeeeiimiiiiiiiii p/1000 ml

As solucdes A e B foram conservadas em refrigerador a 4 °C.
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Misturar no momento do uso:
- 45 ml da solugao A;
- 55 ml da solucao B.

* Cuidando para pH 6,9.

3.3.9) Solucao de Giemsa

-Giemsaem pd ..o 10g
-Glicerina ....oooovviiiie 66,0 ml
-Metanol ... 66,0 ml

Misturou-se o Giemsa com Glicerina a 60 °C. Apés resfriamento, foi
adicionado o metanol. Filtrou-se e a solugao corante foi armazenada em frasco

escuro a temperatura ambiente.

3.3.10) Solucao Karnowsky

- Glutaraldeido 25% .....cccccoovivviiiiiii, 0,8 ml
- Paraformaldeido 8% .........c.cccooiiiil 5ml
Cally o 0,5 ml
-HyO destilada ..o p/10 ml

Completar com 3,7 ml de Tampéao Cacodilato de Sédio 0,2 M.
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3.3.11) Tampao Cacodilato de Sédio pH 6,9

* Solucdo A
- Cacodilato de S6dio .......vvveeeeeaee. " 0,2M
-HyO destilada ................................... p/ 100 ml
* Solucdo B
-HCl 0,2 M

Colocar a solugéo A e acertar o pH com a solucdo B de HCl gota a gota.

3.4) PREPARO DE MATERIAL

- Esterilizacéo:
Os meios de cultura e solugdes foram esterilizados em autoclave, a pressao
de 1 atmosfera por 20 minutos.

Vidrarias e palitos de transferéncia foram esterilizados em forno Pasteur a

180°C por 4 horas.

- Incubacgéo:
Placas foram incubadas a 28°C para o crescimento do fungo em estufa tipo

BOD com luz ininterrupta por 8 dias.
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3.5) SUSPENSAO E ESTIMATIVA DE CONCENTRAGAO DE
CONIDIOS

Uma pequena amostra de esporos de uma colénia, semeada em MC por
8 dias de incubacgao, foi coletada com o auxilio de uma alca de platina. Esta
amostra foi colocada em solugdo “Tween 80” 0,1% e agitada com o agitador de
tubos. A solugéo de Tween é uma espécie de detergente capaz de fazer com que
0s esporos separem-se um do outro para que se possa fazer uma posterior
contagem dos mesmos.

Depois de agitada foi estimada a concentracdo de esporos na suspensao
de esporos com o auxilio da cAmara de Neubauer. A estimativa do nGmero de
esporos ¢ feita através da contagem dos esporos na Camara de Neubauer. Esta
contagem pode proceder de vérias formas, e neste caso foi feita como descrito
abaixo:

Foram contados os esporos dos 5 quadricolos da diagonal de cada
campo, multiplicados por 5 e depois por 10* para obter a concentracdo de

esporos/ml.
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CAMARA DE NEUBAUER

Depth Carrpo 1

Joi>"

=2 =

Improved

u, nr" Can po 2 Double neubauer

Sentido da contagem dos conidios

3.6) CURVA DE SOBREVIVENCIA A LUZ ULTRAVIOLETA

Foram testadas 4 linhagens de M. anisopliae com diferentes marcas

morfologicas. Estas linhagens foram deixadas em diferentes tempos de
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exposicdo a luz ultravioleta para verificar se havia diferenca na taxa de
sobrevivéncia entre elas.

As linhagens testadas foram: arg 3 (verde), arg 3 ylo 1 (amarela), arg 3
pvi 1(vinho pélido), arg 3 ylo 2 (amarelo escuro).

Foram utilizados os seguintes tempos de exposicdo a luz ultravioleta: em

tempo O (controle), 1 minuto, 2 minutos e 4 minutos.

3.7) OBTENCAO DE MUTANTES

Suspensdes de conidios com concentracdes estimadas obtidas como
descrito anteriormente, foram diluidas em solugéo salina (diluicdo 1:10)
(solucdo maée), sendo esta solugdo, utilizada para o tratamento com luz
ultravioleta.

O controle foi feito a partir da soluggo méae que foi diluida
convenientemente (para proporcionar de 20 a 100 colénias/placa) e plagueada
em MC. O restante da solugao mae foi vertida em placa de Petri esterilizada sem
meio de cultura e esta exposta a luz ultravioleta durante 1 minuto (neste tempo
a placa foi mantida aberta). As condicoes de irradiagéo eram em ambiente com
fonte luminosa amarela, além da luz proporcionada pela lamparina utilizada
para manter a assepsia.

A solucéo foi diluida e semeada em placa de Petri contendo MC. Como o
tempo é cumulativo, a solugdo mae foi irradiada mais 1 minuto, diluida e
plagueada em MC. O mesmo procedimento foi adotado para o tempo de 4
minutos.

Todas as placas semeadas foram guardadas em recipiente metélico
(ambiente escuro), e colocadas em estufa a 28°C por 24 horas. Foram colocadas
na auséncia de luz para evitar que houvesse o processo de reversio de

provéaveis mutacdes obtidas (fotorreativacao). A fotorreativacdo envolve uma
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enzima que retira diretamente os dimeros de timina (principal mutacio causada
pela luz UV), sem a remocgdo de qualquer nucleotideo. Essa enzima liga-se aos
dimeros de timina no DNA, no escuro, mas nao cataliza as pontes que ligam as

moléculas de timina sem energia derivada da luz visivel (GARDNER,

SNUSTAD, 1986).

3.8) ISOLAMENTO DE COLONIAS MUTANTES

3.8.1) Isolamento de mutantes morfolégicos:

O isolamento de mutantes morfolégicos foi feito por inspecéo visual, por
comparacdo da morfologia da colonia original com as colénias crescidas, nas

placas de MC onde foram semeados os conidios expostos a Luz UV.

3.8.2) Isolamento de mutantes auxotréficos:

O isolamento de mutantes auxotréficos foi feito pelo método descrito por
PONTECORVO et al,, 1953.

Conidios foram retirados das colonias sobreviventes ao agente
mutagénico e transferidos com o auxilio de palitos previamente esterilizados em
forno Pasteur a 180°C, para placas contendo MM na distribuicdo de 5x5+1
(AZEVEDO & COSTA, 1973), como mostrado na figura abaixo.
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Quando a linhagem irradiada ja possuia uma deficiéncia auxotréfica, o
requisito nutricional foi adicionado ao MM, para todos os ensaios necessarios.
No caso de 2 deficiéncias auxotréficas, o mesmo procedimento foi utilizado.

Apds 48 horas de incubagado, as coldénias que ndo cresceram foram
consideradas mutantes auxotréficos.

O ponto de repique onde ndo houve crescimento foi recortado e
transferido para MC e apés incubacao a 28°C por 8 dias, os conidios obtidos
foram utilizados em ensaios para detectar qual deficiéncia nutritiva poderiam
ter.

Os mutantes foram repicados em:

- MM (controle);

- MM +solucéo de vitaminas;

- MM+ solucdo de aminoécidos;

- MM +4cido nucléico (ade)*

Todas as placas foram colocadas em estufa para crescimento dos
mutantes por 48 horas. O crescimento ou nao dos mutantes em uma das placas
e nao em MM, indicaria portanto a deficiéncia destes, se para aminoécidos, para
vitaminas ou para o acido nucléico adenina®*, que era o Unico acido nucléico

disponivel no laboratério.

*OBS: A deficiéncia na via metabdlica para as bases pirimidicas no fungo M
anisopliae é letal, pois as bases pirimidicas quando nao produzidas pelo fungo,
mesmo que sejam adicionadas ac meio de cultura, ndo sao absorvidas pelas
células (KAVA-CORDEIRO et al., 1995). Desta forma sé pode haver deficiéncia
para adenina ou para guanina, caso contrario, se deficiente para a producéo de

citosina ou timina, o fungo nao sobrevive.

Depois de incubado por 48 horas foi possivel identificar em que placa

cresceu e identificar especificamente para qual nutriente o mutante é deficiente.
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- Quando deficiente para aminoacidos, foram utilizadas 6 placas
colocando os 20 aminoécidos em combinacbes para evitar desperdicios e
facilitar o teste. Foi feita a seguinte combinacao:

1 - MM+Met+Pro+Thr+Lys+Ille+Phe

2 - MM+Leu+Pro+Asp+Val+Cys+Trp

3 - MM+His+Thr+Gly+Tyr+Trp+Arg

4 - MM+GlIn+Asp+Ser+Ile+Tyr+Cyt

5 - MM+Asn+Lys+Ser+Cys+Tyr+Arg

6 - MM+Glu+Val+Gly+Phe+Cyt

Caso houvesse crescimento na placa 5 por exemplo, o mutante seria para
o aminoacido Asparagina (Asn), se o crescimento fosse verificado nas placas 1 e
3 seria para Treonina (Thr), pois sé&o nestas placas que se repete este
aminodcido, da mesma forma, se crescesse nas placas 2 e 6, a mutacao seria
para Valina, pois é o aminoacido que se repete nestas placas e assim

sucessivamente.

- Quando deficiente para vitaminas, foi feito o teste para cada uma das
seis vitaminas para identificar especificamente qual vitamina o mutante nao
consegue produzir. Foram feitas combina¢bes como no procedimento para
aminodcidos, resultando nas seguintes combinagdes:

1 - MM +biotina+riboflavina +piridoxina

2 - MM+ &cido p-Aminobenzéico+riboflavina+tiamina

3 - MM+ 4cido nicotinico+piridoxina+tiamina

A interpretacdo dos resultados foi feita pelo mesmo procedimento

utilizado para aminoécidos.

- Quando deficiente para acidos nucléicos, como o laboratério sé

dispunha do é&cido nucléico adenina somente este foi testado. Porém, como o
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fungo M. anisopliae s6 pode ser deficiente para 2 acidos nucléicos, se nao
cresceu em MM+Adenina, pode-se sugerir que a deficiéncia estad na producao
de Guanina, porém para a confirmacao seria indispensavel o teste.

Os mutantes auxotréficos identificados foram testados novamente
(MM + nutriente) para confirmacéao.

As linhagens mutantes obtidas foram repicadas e guardadas em tubo de

ensaio com MC inclinado, em refrigerador.

3.9) TESTE DE REVERSAO:

Todas as linhagens mutantes utilizadas e obtidas no trabaho foram ensaiadas
quanto a reverséo das marcas nutricionais. Para isso, suspensdes com
concentracdes de 107 conidios por ml obtidas de colonias de mutantes auxotréficos
foram semeadas em MM, MM + 1° suplemento e MM + 2° suplemento e MM +
os 2 suplementos no caso de mutantes auxotréficos duplos. O crescimento

(auséncia ou presenca) foi verificado apds 96 horas de incubacéo.

3.10) OBTENCAO DE HETEROCARIO

- Método 1 (MESSIAS e AZEVEDO, 1980):

Conidios obtidos de 2 linhagens mutantes complementares (com 2
deficiéncias auxotréficas cada uma e com mutagoes morfolégicas diferentes) foram
colocados no mesmo tubo de ensaio contendo 2,5 ml de MM liquido
suplementado com 4% de MC liquido para permitir uma germinac¢éo inicial dos
conidios. Estes tubos foram incubados por 10 dias a 28°C e a pelicula formada na
superficie do meio foi transferida para placas contendo MM sélido. Apds mais 10

dias de incubacdo a 28°C, uma extremidade desta pelicula foi novamente



29

transferida para placas contendo MM sélido e a seguir, incubadas a 28°C por mais

10 dias, para evitar crescimento devido a resquicios de MC vindo dos tubos.

- Método 2 (INGLE e HASTIE, 1974):

Conidios obtidos de 2 linhagens mutantes complementares (com 2
deficiéncias auxotréficas cada uma e com mutagdes morfolégicas diferentes) foram
colocados em tubos de ensaio contendo 2,5 ml de MM liquido suplementado com
4% de MC liquido. Apés homogeneizacao, foram transferidas, com o auxilio de
uma pipeta, gotas da suspensado para a tampa de uma placa de Petri plastica,
esterilizada. Na parte de baixo da placa’ de Petri foi colocado um papel filtro
umedecido com &agua destilada esterilizada. A placa foi incubada a 28°C por 48
horas, numa posicédo em que as gotas ficassem suspensas, ou seja, com a tampa
para cima. Apos este periodo as peliculas heterocariéticas formadas nas gotas

foram transferidas para placas com MM e incubadas a 28°C por 8 dias.

g

BIBLIOTECA DE TIENCIAS BIOLOGICAS URPR

3.11) OBTENCAO DE DIPLOIDES E RECOMBINANTES HAPLOIDES

Foram feitas suspensdes de conidios a partir do heterocério e estas foram
plaqueadas em MM, MM+suplementos nutricionais da geragdo parental
combinados de forma alternada e em MC.

Colénias que crescessem em MM seria dipldides ou revertentes hapléides
(baixa probabilidade devido a estabilidade dos mutantes obtidos). Colénias que
crescessem em MM-+suplementos nutricionais alternados (ex: MM+suplemento 1
P1 + suplemento 1 P2) seriam recombinantes obtidos a partir do heterocério
(parameiose) e em MC, cresceriam todos os tipos anteriores.

Os dipléides obtidos a partir do heterocério, foram analisados quanto ao

diametro e comprimento do conidio.
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Os recombinantes obtidos pela haploidizacdo dos dipléides e através da

parameiose seriam analisados quanto as marcas morfoldgicas e auxotréficas.

3.12) COLORACAO DE NUCLEO (TANAKA ef alii 1979)

Uma laminula foi untada com albumina 50%, seca no bico de Bunsen
depois comprimida contra uma colénia. Com o material aderido a laminula,
este foi desidratado em metanol absoluto durante 15 minutos. Hidratou-se o
material em HCI 1N a 60° C por 10 minutos. Lavou-se 3 vezes em &gua
destilada e depois 1 vez em tampao fosfato pH 6,9. O material foi entdo corado
durante 10 minutos em 1 ml de solugdo Giemsa misturado com 9 ml de tampéo
fosfato pH 6,9. Depois de corada, a laminula com o material foi rapidamente
lavada 2 vezes em tampao fosfato pH 6,9. Feito isso, a lamina foi montada e

posteriormente observada em microscépio éptico.

3.13) MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA

Primeiramente o material foi fixado em solucao Karnowsky e depois
lavado durante 1 minuto 3 vezes em tampao cacodilato de sédio 0,1 M;
Depois o material foi desidratado com élcoois em ordem crescente de
concentracao: '
o 10 minutos em élcool 70%;
e 10 minutos em éalcool 90%;
o 10 minutos em élcool 100%;
o 10 minutos em &lcool 100%;
Apés a desidratacado em é&lcool, foi feito outra desidratacdo com o auxilio

de CO, em aparelho de BALZERS SCD-010 até atingir ponto critico;
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Desidratado o material, foi feito uma metalizacdo com ouro em aparelho
BALZERS SCD-030;

Depois destes procedimentos é que foi possivel a observacao e fotografia

em microscopio eletrénico PHILIPS SEM-505.



4) RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1) OBTENCAO DE MUTANTES

Apds expor cada linhagem a luz ultravioleta durante 1 minuto, foram

obtidos 5 mutantes morfolégicos, 9 mutantes auxotréficos. Estes resultados

estao apresentados na tabela 2:

TABELA 2: MUTANTES OBTIDOS PELA EXPOSICAO DAS LINHAGENS AO
RAIO ULTRAVIOLETA DURANTE 1 MINUTO

LINHAGEM IRRADIADA

MUTANTES OBTIDOS

AL RG amarelo escuro

his 1 RG amarelo escuro

phel RG amarelo escuro

puil
amarelo pardo 1
arg 2 arg 2 met 1
arg 2 cis 1
arg 3 &c. nucléico 1*
arg 3 arg 3 ylo 2 (amarelo escuro)
arg 3 pvi 1
arg 3 ylo 3 (amarelo claro)
arg o arg 5 ac. nucléicol*
arg3ade 1ylo 1
arg3ylo 1 arg3met 1ylo 1

arg 3 &c. nucléico 1* ylo 1




* As linhagens identificadas como deficientes para acido nucleico (arg 3
ac nucleico 1. arg 5 &c. nucleico 1 e arg 3 ac. nucleico 1yjg 1) foram assim
identificadas por nao crescerem em nenhum dos meios seletivos
iMM + aminoacidos, MM+vitaminas e MM + adenina). Desta forma, pode-se
supor gue os mutantes que nao cresceram em nenhum dos meios citados sejam
deficientes na hiossintese de guanina, porém seria necessario o teste adequado
para confirmar esta hipotese.

Para o isolamento de mutantes morfolégicos, como exemplo segue a foto
7 que mostra a obtencdo de uma colénia mutante morfoldégico vinho palido

(pvi) a partir do tratamento com Iu/ ultravioleta da linhagem RGamarelo

escuro.

FOTO 7: VARIAS COLONIAS AMAREIAS (RG AMARELO ESCURO) COM
UMA COLONIA AO CANTO ( 1 )VINHO PALIDO (PVI)

Todos os mutantes morfolégicos apresentadas na tabela estdo mostrados

a seguir por fotos:



FOTO 8 LINHAGEM RG AMARELO ESCURO (ESQUERDA) COM SR |
MUTANTE MORFOLOGICO PVI 1 (DIREITA)

FOTO 9: LINHAGEM RG AMARELO ESCURO (ESQUERDA) COM SEU
MUTANTE MORFOLOGICO AMARELO PARDO 1 (DIREITA)



FOTO 10: LINHAGEM ARG 3 (ESQUERDA) COM SEU MUTANTE
MORFOLOGICO YLO 2 (DIREITA)

FOTO 11 LINHAGEM ARG 3 (ESQUERDA) COM SEU MUTANTE
MORFOLOGICO PVI 1 (DIREITA)



36

FOTO 120 LINHAGEM MG 3 (ESQUERDA) COM SEU MUTANTE
MORFOLOGICO YLO 3 (DIREITA)

A partir da obtencdo de todos estes mutantes, tanto morfologicos.
auxotroficos ou mesmo auxotroficos e morfologicos. foi possivel calcular a
frequéncia de obtencdo de mutantes de cada linhagem irradiada, sumarizados

na tabela 3 (mutantes auxotroéficos) e tabela 4 (mutantes morfolégicos).
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TABELA 3: FREQUENCIA (%) DE OBTENCAO DE MUTANTES AUXOTROFICOS COM 1
MINUTO DE EXPOSICAO A LUZ ULTRAVIOLETA

No de coldnias No de mutantes frequéncia
Linhagem ensaiadas auxot. Obtidos (%)
arg 2 1007 2 0,198
arg 3 1470 1 0,068
arg3vylo 1 1631 3 0,184
arg 5 980 1 0,102
RG amar. escuro 780 2 0,256
arg 3 pvil 305 0 0
arg 3 am. esc. 1 191 0 0
Total 5868 9 _
Média 0,15337

De todas as linhagens expostas ao agente mutagénico testadas para

obtencdo de mutantes, somente nas linhagens arg 3 pvi 1 e arg 3 am. esc. 1 ndo

foi possivel encontrar mutantes. Isto pode ser devido ao fato de terem sido

testadas muito poucas colénias em relacao as demais linhagens.

TABELA 4: FREQUENCIA (%) DE OBTENGCAO DE MUTANTES MORFOLOGICOS COM 1
MINUTO DE EXPOSICAO A LUZ ULTRAVIOLETA

No de colonias No de mutantes frequéncia
Linhagem ensaiadas morfol. Obtidos (%)
arg 2 1007 0 0
arg 3 1470 3 0,204
arg3vylo 1 1631 0 0
arg 5 980 0 0
RG amar. Escuro 780 2 0,256
arg 3 pvi 1 305 0 0
arg 3 am. Esc. 1 191 0 0
Total 5868 ) _
Meédia 0,0852
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Mutag¢ées morfolégicas foram menos frequentes em relacdo as mutagées
auxotroficas. Somente em 2 linhagens (arg 3 e RG amarelo escuro) foram
obtidas mutag¢oes morfolégicas.

A linhagem RG amarelo escuro ja era um mutante morfolégico, porém

obteve-se 2 mutagdes para a sua coloracao: vinho pélido e amarelo pardo.

4.2) TESTE DE REVERSAQO

Todas as linhagens mutantes utilizadas no trabalho e as obtidas durante o
trabalho relacionadas na tabela 2, foram testadas para verificar se houve alguma
reversdo espontanea das mutagoes.

Foram semeados 107 conidios/placa com MM e nenhum mutante
apresentou crescimento nesta quantidade de conidios semeados. Para os
mutantes com mais de 1 mutacdo auxotréfica ( arg 3 ade 1 ylo 1, arg 3 met 1
vlo 1 e paba 1 nic 1 pvi 1), estes foram semeados em concentracao de 107
conidios em placas com MM, MM+ 1° suplemento e MM+2° suplemento e em
todas as placas ndo houve crescimento de colénias revertentes.

A partir dos resultados do teste de reversao, pode-se constatar a
estabilidade dos mutantes obtidos e desta forma, permitir uma maior seguranca

na utilizacéo destes para a obtencéo de heterocérios.

4.3) CURVA DE SOBREVl\lﬁNCRA DAS LINHAGENS COM
DIFERENTES COLORACOES

Para obter-se os resultados das curvas de sobrevivéncia das 4 linhagens
testadas, foram feitas 3 irradiacdes para cada linhagem e contadas as colénias

que sobreviveram depois de 1, 2 e 4 minutos de exposicdo ao agente
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mutagénico. Também foi feito um controle (tempo ('), e contadas as colénias

crescidas neste ensaio.

Feitas todas as contagens, foi tirada uma média dos 3 ensaios, sendo os

resultados sumarizados na tabela 5.

TABELA 5: PORCENTAGEM DE SOBREVIVENCIA (%) DE CADA LINHAGEM EM
DIFERENTES TEMPOS DE EXPOSICAO AO AGENTE MUTAGENICO (LUZ

ULTRAVIOLETA).
Linhagem Tempo de exposi¢io a u.v
1 min. 2 min. 4 min.
Verde (arg 3) 8,22 0,59 0,087
Amarela (arg 3ylo 1) 2,06 0,17 0,094
Vinho palido (arg 3 pvi 1) 2,61 0,32 0,090
Amar. esc. (arg 3ylo2) 1,48 0,83 0,049

A partir destes resultados, pode-se plotar os graficos, demonstrados a

seguir:
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Grafico 1. Curva de sobrevivéncia da linhagem verde (arg 3) em diferentes

tempos de exposicdo ao agente mutagénico raio ultravioleta.

arg 3

tempo

Grafico 2: Curva de sobrevivéncia da linhagem amarela (arg 3 ylo 1) em
diferentes tempos de exposicdo ao agente mutagénico raio

ultravioleta.

arg 3ylo 1

tempo
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Grafico 3: Curva de sobrevivéncia da linhagem amarela escuro (arg 3 ylo 2) em
diferentes tempos de exposicdo ao agente mutagénico raio

ultravioleta.

arg 3am esc.

tempo

Grafico 4: Curva de sobrevivéncia da linhagem vinho palido (arg 3 pvi 1) em
diferentes tempos de exposicdo ao agente mutagénico raio

ultravioleta.

arg 3 pvi 1

tempo
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Com os resultados obtidos, féz-se uma andlise estatistica das médias de
todas as irradiacoes nos diferentes tempos. O teste estatistico utilizado para a
andlise foi o de Kruskal-Wallis. As restricdes para o teste, com aproximacéo ao
¥% com (K-1) graus de liberdade sdo de que as amostras sejam independentes, o
nimero de classes seja de K>3 e que o tamanho amostral seja pequeno.

Foi possivel a utilizacdo deste teste pois, as amostras (médias) séo
independentes, o nimero de classes (linhagens) é igual a 4 e o tamanho da
amostra (niimero de médias) para cada linhagem ¢ igual a 3.

Os resultados da anélise estatistica permitiu-nos concluir que houve uma
diferenca significativa (p=0,08) entre as linhagens para 1 minuto de exposicédo
ao agente mutagénico e comparando as linhagens entre si, o teste mostrou
diferenca significativa (p=0,057) entre as linhagens verde (arg 3) e amarelo
escuro (arg 3 ylo 2), sendo a linhagem verde mais resistente ao raio ultravioleta
do que a linhagem amarela.

Estas andlises foram realizados com a orientacdo dos monitores do

Departamento de Estatistica da UFPR.

4.4) OBTENCAO DE HETEROCARIO

Foram realizados os seguintes cruzamentos:

paba lnic1pvil X arg3ade 1 ylo1;

pabalniclpvil X arg3metlylol.

Destes dois cruzamentos, obteve-se a formacao da pelicula heterocaridtica
pelos dois métodos utilizados (MESSIAS & AZEVEDO, 1980 e INGLE &
HASTIE, 1974). Depois de trasferidas as peliculas em MM, em ambas houve
crescimento e esporulagdo, sendo estas esporulagdes variando entre cinza

esverdeado a cinza amarelado.
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Da pelicula heterocaridtica formada do cruzamento entre as linhagens
paba 1 ni¢ 1 pvi 1 e arg 3 met 1ylo 1 foi feita uma lamina e observado em
microscépio Optico. Foi possivel observar anastomose de hifas (Foto 13),

comprovando mais uma vez a formacao do heterocario

FOTO 13: ANASTOMOSE DE HIFAS DO CRUZAMENTO ENTRE AS
LINHAGENS PABA 1NIC 1PVI 1IEARG 3 MEI 1YLO 1

4.5) ANALISE DOS RECOMBINANTES

Dos dois heterocarios formados, somente o do primeiro cruzamento

(paba 1 nic 1 pvi 1 X arg 3 ade 1 ylo 1) foi testado quanto aos possiveis
recombinantes formados. No entanto, ndo foi possivel detectar nenhuma

recombinacé&o entre estas linhagens.
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Como o mutante arg 3 met 1 ylo 1 foi obtido somente ao final do
trabalho e em consequéncia também o heterocério, esta etapa de andlise de

recombinates nao foi possivel cumprir para este tltimo cruzamento.

4.6) OBTENCAO DE DIPLOIDES

A partir do crescimento de colénias verdes do heterocéario em MC, pdde-
se observar a formacao de dipléides nos dois cruzamentos realizados.

Depois de observado este crescimento das colonias verdes, foi feito o
processo de coloracdo de nucleo para possivel identificagdo de conidios e
nucleos de conidios maiores em relacdo aos das coldnias parentais. Estes
resultados sao mostrados no tépico 4.7 nas fotos 16 e 17 em que é possivel
observar alguns conidios bem maiores em relacdo a outros. Quanto ao tamanho
do nicleo, ndo foi possivel concluir nada com preciséo, pois este néo estava

bem visivel de forma que se pudesse medir o seu tamanho.

4.7) COLORACAO DE NUCLEO

Feita a coloracdo de nicleo de algumas linhagens de M. anisopliae, foi
possivel visualizar:

- Conidios uninucleados (Foto 14);

- Conidios binucleados (Fotos 15 e 16);

- Conidios grandes (provaveis dipléides) de heterocério (Foto 16 e 17);

- Conididforo com nucleo se dividindo (Foto 18);

- Conidiéforo ramificado com conidios em formacao (Foto 19).



FOTO 14: VARIOS CONIDIOS UNINUCLEADOS E AC) CENTRO HIFAS UNI
NUCLEADAS - LINHAGEM PABA 1NIC 1PVI 1 Aumento 1000X

FOTO 15: CONIDIO BINUCLEADO (1) F  VARIOS CONIDIOS
UNINUCLEADOS PABA 1NIC 1PVI 1 Aumento 1000X
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FOTO 16: CONIDIO BA1INUCLFADO (I) F ALGUNS CONIDIOS GRANDES
(PROVAVEIS DIPLOIDES) ( 0 ) HETEROCARIO (0oaba 1 ni¢ 1 gvi
1X arg3 ade 1ylo 1) Aumento 1000X

FOTO 17: CONIDIO GRANDE (PROVAVEL DIPLOIDE) (1) E ALGUNS
UNINUCLEADOS FIETEROCARIO (oaba 1 ni¢ 1pvi 1 X arg 3 mel
lylo 1) - Aumento 1000X

SP)
K7/



FOTO 18: CONIDIOFORO EM PONTA DF. HIFA COM NUCLEO SF
DIVIDINDO (I) -ABG 3ADE 1YLO 1 -Aumento 1000X

FOTO 19: CONIDIOFORO RAMIFICADO COM CONIDIOS SF FORMANDO
NAS PONTAS HETEROCARIO (paba 1 ry¢c 1evi 1 X ajrg 3 met 1
ylo 1) - Aumento 1000X
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4.8) MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA

O objetivo desta etapa do projeto seria a visualizacao das estruturas
presentes no fungo estudado. Estruturas estas: conidios, conidiéforos, hifas,
além disto, a comparagao mais precisa de um conidio hapléide de um conidio
dipléide, para comprovar a formacdo do conidio dipléide pela heterocariose
induzida.

Porém, por problemas técnicos que ocorreram durante o processo
(defeito no microscépio eletrénico de varredura), ndo foi possivel concluir esta
parte do trabalho, sendo possivel somente a visualizacdo de conidios da

linhagem RG amarelo escuro, mostradas na foto 20.

FOTO 20: VARIOS CONIDIOS DA LINHAGEM RG AMARFLO ESCURO
VISTOS POR MICROSCOPIA DE VARREDURA - aumento 2500X
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5) CONCLUSOES

1 - O agente mutagénico luz ultravioleta provou ser eficiente na obtencdo de
mutantes para o fungo entomopatogénico Metarhizium anisopliae, obtendo-se 5
mutantes morfolégicos e 9 mutantes auxotréficos, todos a partir de 1 minuto de

exposicao a luz ultravioleta.

2 - A linhagem verde (arg 3) mostrou ser mais resistente & luz ultravioleta no
tempo de 1 minuto de exposi¢ao, indicando uma relacdo positiva entre a

pigmentacao de conidio e a resisténcia a luz ultravioleta.

3 - Os 2 métodos para obtencdo de heterocéario utilizadas (MESSIAS &
AZEVEDO, 1980 e INGLE & HASTIE, 1974), possibilitaram a obtencao da
pelicula heterocaridtica demonstrando ser eficiente a obtencéo de heterocério
entre linhagens de Metarhizium anisopliae, porém o segundo (INGLE &

HASTIE, 1974) mostrou ser mais rapido e pratico.

4 - O crescimento de col6nias verdes do heterocéario e o tamanho dos conidios
significativamente maiores em relacdo aos dos parentais, sdo alguns dos indicios
que nos levam a acreditar que houve a formacao de conidios dipléides a partir

da formagéo do heterocério.

5 - Foi possivel detectar a presenca de conidios uninucleados e binucleados em

M. anisopliae, a partir da técnica de coloracdo de nucleo.
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