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1. INTRODUCAO

0 fungo Filamentoso entomopatogénico HMetarhizium
anisopliae vem sendo utilizado como agente micvobiano no con-
tr6le bioldgico de insetos pragas de importd@ncia agricola, in-
clusive no Brasil desde meados da década de 197¢, contra as ci-
garrinhas da cana-de-agucar (Hakanarva posticata) e das pasta-
gens (Julia enfreriana e Deois schach).

. anisopliae apresenta grande variabilidade genéti-
ca no que tange a diversos aspectos, inclusive a produglo de
enzimas extracelulares (amilases, lipases, proteases e quitina-
ses)citadas por diversos autores como importantes no processo
de patogénese. Muitos destes autores relacionam variagdes na
producio destas enzimas & variacBes na viruléncia dg linhagens
do fungo (ROEBERT & AL AIDROOS, 1985 e SILVA & HMESSIAS, 1986). A
producio destas enzimas relacionadas com as fases iniciais de
penetracio do fungo no inseto, tem sido estudada com detalhes e

¢ um aspecto muito discutido na literatura(SAMSINAKOVA &



MISIKOVA, 1973; FARIS & FERRON, 1978; GRULA =¢ al. 1984; SILVA
& MESSIAS, 1986; ST LEGER ¢ al., 1986a; St LEGER ef al.,i986b;
ST LEGER ¢ al., 1989 e SAMUELS £ al., 1989).

A germinaclo dos conidios € o primeiro passo para a
infec¢fo do inseto, seguida pela formagfo de estruturas denomi-
nadas apressorios que vio efetivar a penetracfo da cuticula,nu-
ma combinacfo de acio mec@nica e enzimdtica.

0 objetivo deste trabalho foi estudar aspectos rela-
cionados & germinacio de conidios de trés linhagens de #.
anisopliae, tais como, o efeito da sele¢lo de conidios precoce-
mente germinados sobre o tempo de germina¢®o minimo (TGH); as
modificacBes na quantidade de proteina total nos conidios du-
rante o processo de germinagfo e, a atividade intra e extrace-
lular nos conidios, de enzimas relacionadas com a penetracfo do
fungo no inseto, bem como a variagio desta atividade também no

processo de gevrminagio.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.4 CONTROLE RIOLOGICO

0 fFfungo #. anisopliae var anisoplias vem sendo uti-
lizado como uma alternativa de contrdle de populacBes de inse-
tos pragas, de importincia médica e agricola. For se tratar de
um microovganismo, no caso um fungo filamentoso, verifica-se o
uso da expressio "contrdle microbiano de insetos”, que nada
mais € que um método de contrdle bioldgico. DE BRACH(1968), de-
finiu o contrdle bioldgico como sendo a agdo de parasitos, pre-
dadores e patdgenos no sentido de manter a populag®o de um de-
terminado organismo praga em niveis inferiores aos que existi-
riam em sua auséncia, ou, em térmos praticos, em nivel popula-
cional abaixo do nivel de dano econdmico.

Visando a obten¢io de maior produtividade e sanidade
de safras de plantas cultivadas, foram desenvolvidas técnicas
agricolas diversas e, dentre elas o uso de inseticidas quimicos

que tiveram enorme difusio. Verificou-se, entretanto, gque o uso



inadequado € indiscriminado desses produtos tem causado dese-
quilibrios ecolodgicos, que afetam inclusive, o préprio homem.
FRANZ(1961) e CAMERON(19463) ressaltaram os efeitos toxicos des-—
ses produtos, sua aglo sobre os proprios inimigos naturais ou
competidores dos insetos pragas, € também, sobre outros insetos
vteis, como os que promovem a polinizagio.

Todos estes problemas ligados ao uso dos inseticidas
levaram o pesquisadores a um maior interésse pela pratica al-
ternativa do contrdle bioldgico. KfRSCHBAUH(i?BS), refere~-se as
vantagens dos inseticidas bioldgicos enfatizando a sua alta es-—
pecificidade, inocuidade ao homem, animais e meio ambiente, bem
como a auséncia de residuos tdxicos decorrentes de seu uso que
possam entrar em cadeias alimentares ou afetar suprimentos na-
turais de dgua. ROBERTS(1989), em trabalho de vrevis8o sobre
contvrdle bioldgico de insetos por fungos, ressalta a necessida~-
de de pesquisa sobre alternativas nfo quimicas para o contrédle
dos insetos pragas, e relata que os fungos entomopatogénicos

vem tomando um papel importante dentro dessas alternativas. 0
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mesmo autor cita ainda que praticamente, todas as ordens de in-
setos s50 susceptiveis X doencas fungicas e que os fungos s&o
particularmente importantes no contrdle dos insetos sugadores
de plantas e dos insetos da ordem Coleoptera pois a maioria de-
les ndo & susceptivel a doencas causadas por bactérias e virus.

0 fungo #. anisopliae tem sido apontado como um
agente de contrdle bioldgico de grande potencialidade. VEEN
(1948),citou que este entomopatdgeno tem como hospedeiros mails
de 200 espécies de.insetOS, os quais, segundo FARGUES ef al.
(1975) ,pertencem a 43 familias e 7 ovdens . Varios autdres re-
gistraram =a acho entomopatogénica de #. anisopliag sobre dife-
rentes espécies de insetos e as tentativas de wutilizd-lo em
contrdle bioldgico(BALFOUR-BROWNE, 1960; ZACHARUK & TINLINE,1968;
GOYER & BENJAMIN,19741i; FERRON £f al.,4i975; MOURA COSTA,1978;
SHERLOCK & GUITTON, £982; DAOUST ¢ al.,1982; LATCH & KAIN,1983;
GARCIA ot al.,1985; HMESSIAS ef al.,1986; LECUONA £ a71.,1986;
AGUDA =& al.,1987; HUXAM et al.,1i989; SAMUELS ¢ arl.,198%9 e RO~

RERTS ¢ al.,1989).



No Brasil, #. anisoplias vem sendo utilizado contra
insetos da ordem Homoptera, conhecidos como cigarrinhas da ca-
na-de-agucar (Makanarva posticata STAL) e das pastagens (Julia
entreriana BERG e Deois schack (F.)). GUAGLIUMI(197@¢), foi um
dos primeiros pesquisadores no Brasil a se interessar pelo uso
do fungo em campo contra a cigarrinha da cana-de-agucar. Em
1972, o proprio GUAGLIUMI concluiu, apds experimentos em campo,
que o fungo era de grande import@ncia para o contrdle da cigar-
rinha no Estado de Fernambuco e recomendou a sua utiliza¢lo co-
mo uma forma vidvel e alternativa ao contrdle desta praga.
MENDONCA & COSTA (1980), empregaram f. anisoplias no Estado de
Alagoas contra a cigarrinha da folha da cana-de=~ agucar (#.
posticata) no ano de 19792 e obtiveram bons resultados de con-
trole. MARQUES(1981), relatou que o IAA/FLANALCUCAR utilizou #.
anisopliase em plantacdes de cana-de-agucar nos Estados de Ala-
goas, Fernambuco, Faraiba e Rio Grande do Norte num total de
1¢1.165 ha atingindo ninfas e adultos de . posficata numa pro-

por¢ido de 23,14 e 40,39% respectivamente. ALVES =€ al. (1984),



relagaram que M. anisopliae também estava sendo utilizado para
o contrdle das cigarvinhas das pastagens, géneros Deois e
Zulia, e estimando que anualmente 120.000 ha de pastagens esta-
vam sendo tratadas com formulagdes comerciais a base deste fun-
go no Brasil.

A utilizacho deste tipo de controle vem sendo tentada
também com insetos vetores de doengas de import@ncia para a
saude publica. MESSIAS(i989), cita a utilizaclo de M.

anisoplias no contrdle de vetores da doenca de Chagas.

2.2 FOSICXD TAXONGMICA E CARACTERISTICAS DE #. anisorliae
Segundo FETCH(1931), o fungo entomopatogénico
M. anisopliae foi isolado pela primeira vez de um besouro,
Anisoplia austriaca, na Russia por METSCHNIKOFF, tendo recebido
a denomina¢io de Ehtamapbtﬁora‘anjsopfiae. Em 1883 SOROKIN re-
classificou o isolado de METSCHNIKOFF para um novo génevro,
Hetarkizium. FPETCH(1931), citou ainda que o mesmo fungo foi

descrito por varios autores, em diferentes hospedeiros, com ou-



tras denominacdes como Jospora destructor, Scptocylindrium sus-—
pectum e Fenicillium anisopliae. Espalhou-se pela literatura
uma grafia incorreta do género com um "r" adicional
(Hetarrbhiziumt que, segundo TULLOCK(1976), deveu-se & dificul-
dade de obtencfo da descrig¢fo original.

0 génevo Metarkizium- pevtence a Subdivisio Deutero-
micotina, Classe Deuteromycetes e Familia Moniliaceae
(ALEXOFQULOS, 1983) . S3o0 reconhecidas duas espécies, .
anisopliae e #. Flavoviride (TULLOCK, 1976 e RIBA &t al.,
1990). Segundo BARON(1968), o fungo possui corpo de frutifica-
¢80 semelhante a um esporoddquio, conididforos ramificados do
tipo fiélides, que geram conidios em cadeia, ndo septados, ci-
lindricos € em geval hialinos ou com leve pigmentacio.

Varios autores encontraram diferentes tamanhos de
conidios de isolados de diversos hospedeivros de &, anisopliag €
FPETCH(1931), sugeriu que espécies ou variedades poderiam ser
separadas por este critério. BALFOUR-EROWNE(i%60), citou que os

conidios variam de tamanho em diferentes rvagas, de 4,8 a {4um



de comprimento, sendo que os tipos de conidios menores seviam
mais comuns. TULLOCK(1976), baseando-se no trabalho de JOHNSTON
em 1915, que propbs a separacio em formas longas e curtas de
conidios de #. anisopliae, definiu duas variedades para a es—
pécie baseando-se principalmente no tamanho dos conidios, é va-
riedade anisoplias, de conidios curtos (3,5 a 9,0um de compri-
mento) € a variedade major de conidios longos (9,0 a i8 «m de
comprimento). LUNA(LI985), estudando varias linhagens de #&.
anisoplias obteve indicagBes de que a grande variagido na formé
e tamanho de conidios parece ser caracteristica do género, n&o
se relacionando tXo estritamente &s condig¢tes de cultura.

H. anisoplias apresenta conidios uninucleados, mas
uma pequena porcentagem, em torno de S%, exibe dois ou mais nu-
cleos (ZACHARUK , 1976a; VEEN, 1967 TINLINE, 1971 ; HESSIAS & AZEVEDRO,
1980 e LUNA,$1985). Em 1974 TINLINE & NOVIELLO, sugerivam que Os
conidios binutleados estariam em processo de germinacio.
AZEVEDD & MESSIAS(1981i), estudando 8 isolados do fungo quanto

ao volume e tamanho dos conidios sugeviram que a variedade
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major poderia ser tetraploide, ou, que os conidios seriam te-
tranucleados.

0 processo de heterocariose em #. anisoplias foi
descrito por TINLINE & NOVIELLO em 1971. MESSIAS(1979), MESSIAS
& AZEVEDO(1980) e AL-AIDRDDS(1980), demonstraram o ciclo paras-
sexual neste fungo. SILVEIRA(L983), obteve protoplastos de &
anisoplias e a fusHo entre protoplastos de mutantes mor foldgi-
cos € auxotrdficos. BAGALHI & AZEVEDO(i988), relataram a ocor-
réncia de parameiose também em #.anisopliae. Atualmente, méto-
dos de biologia molecular jd possibilitaram a transformagdo ge-
nética neste fungo(BERNIER =¢ al.,1989 e GOETTEL =¢ al., 1990)
criando-se assim mais um mec#nismo disponivel para a obteng&o
de novos genbmas. Todos estes trabalhos proporcionaram maiores
possibilidadeas de estudos genéticos e de melhoramento da espe-
cie, aspectos de grande interésse para o contrdle bioldgico

utilizando #. anisoplias.
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2.3 CARACTERISTICAS CULTURAIS .

Em meios de cultura sdlidos M. anisoplias forma
coldnias circulares de coloragidao esverdeada ou branco amarela-
da. HUBER(L1958), citou que este fungo € pouco exigente em ter-
mos nutricionais & outvros autores constataram o seuw bom desen-
volvimento em diferentes meios de cultura(ADAMEK,i?éS;
EVILAKOVA, 1964; HIDALGO-SALVATIERRA & RBRERRIOS, 1972; AGUIND, 1974
e VILLACORTA,1978).0 arvoz cozido tem sido bastante utilizado
para a proddcﬁo em massa do fungo com muitas vantagens tais co-
mo ,boa produgio de esporos, baixo custo e facil
manuseio(AQUINO ¢ al.,1975 e 1977; MARQUES et arl.,1981i; DAOUST
& ROBERTS, 1983 e BARBOSA =f al.,198%5). Além disto, os meios Mi-
nimo e Completo descritos por FONTECORVO &6 &7.(1953) para
Aspergillus nidulans também tem sido bastante empregados em es—
tudos sobre . anisoplias. LI & HOLDON(1990), trabalhando
com dois isolados de #. anisoplias, testaram o efeito de B car-—
boidratos, 6 &cidos organicos, 17 fontes de nitrogénio € &6 vi-

taminas sobre a germinacio de conidios, crescimento micelial e
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esporulacdo em meio de agar. 0s carboidratos foram testados

sempre com peptona ou com nitrato de potdssio como fonte de ni-

trogénio. Todos os carboidratos aumentaram a esporulacio. A

sorbose inibiuw o crescimento com ambas as fontes de nitrogénio

Wy

e inibiuw a germinacio dos conidios no meio onde a fonte de ni-

trogénio era o nitrato de potdssio. 0 amido produziu grande es-—

porulacio em meio onde a fonte de nitrogénio era a peptona, e

glicose, maltose e manose produziram maior esporulacglo em meio

onde a fonte de nitvogénio eva o nitrato de potassio. Os acidos

organicos oxalico, sovbico e tartadrico inibivam completamente a

germinacio dos conidios enquanto que os acidos acético, citrico

e malico reduzivam o crescimento e a esporulacio mas n8o inibi-

ram a germinagio. #M. anrisopliae Foi capaz de utilizar nitratos

de sddio e de amdnia como fonte de nitrogénio. Apenas a cistei-

na inibiu o crescimento € a esporulag®o. A treonina , lisina e

sulfato de ambnia produzivram os melhores niveis de esporulagfo.

Nenhuma wvitamina aumentou o crescimento ou a esporulagfo dos

isolados. A piridoxina inibiuw a germina¢gio de ambos os isolados
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€, a biotina e riboflavina de apenas um deles.

A temperatura otima para o crescimento do fungo, se-
gundo varios autores, situa-se entre 25 e 30°C(LATCH, 1965;
EVILAKOVA, 1966; HWMOURA COSTA & MAGALHAES,1974; RASTOS & DA
MHATA, 1976; VILLACORTA, 1978 e SANT0S,1978)

Segundo HURER(i1958), a faixa de pH para o crescimen-
to de #&. anisopliae situa-se entve 3,5 e 8,95, sendo o
otimo 6,9.

Os conidios de #. anisopliae ndo s&o capazes de ger—.
minar em dgua destilada, necessitando de uma fonte exdgena de
nutrientes para que isto ocovra(HASSAN ¢ al., 1989) DILLON &
CHARNLEY(1990), verificaram que o prévio embebimento dos coni-
dios de #. anisopliag em agua destilada, seguido da adi¢Ro de
nutrientes reduz o tempo de aparecimento dos tubos germinativos
e, em alguns isolados, provoca também o aumento da taxa de ger-
minagio.

ARRAIS DE HATOS(1983), verificou que o0s conidios

deste fungo germinam assincrOnicamente em Meio Minimo, e, em
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aproximadamente 12 hovas, 920% deles ja apresentam tubo germina-

tivo.

2.4 VARIARILIDADE EM #. anisoplias

#. anisoplias apresenta uma grande variabilidade ge-
nética, ja assinalada por diversos autores que observaram entre
outros paradmetros, varia¢des a nivel citoldgico, nos perfis
bioquimicos e bioldgicos, nos padrdes eletroforéticos e imunoe-
letroforéticos e, em andlises de pirolise acoplada a cromato-
grafia gasosa(FARGUES ¢ al.,1i975; VALE ef al.,1980; FARGUES =f
al.,19814; DURIEZ-VAUCELLE, 1984; 80ZA GOMES & ALVES, 1983;
MESSIAS e alf.,1983; LUNA,1985; RIEBA &f al.,1i986; RIEBA €& al.
,1987; e SAMUELS e¢ al.,198%9). 0 estudo dos padrdes eletroforé-
ticos tem permitido comparactes entre linhagens selvagens, além
de incrementar o conhecimento de alteragBes que ocorreram em
mutantes obtidos artificialmente, recombinantes, e produtos de
fusdo protoplasmatica(DE CORTI e¢ al.,1980; SILVEIRA,1i983;

SILVA & AZEVEDO, 1983; ST LEGER =€ al.,1986; VALADARES, 1989 =«



SAMUELS &€ al., 1989). ROSATO =€ al.(41981), verificaram que
diferentes isolados de #. anisopliage também apresentam varia-
ces quanto A producio de enzimas extracelulares relacionadas
com a penetraclo do fungo no inseto(proteases, amilases, lipa-
ses € quitinases), variaces estas que permitirviam inclusive, a
obten¢io de um perfil da origem geografica das espécies. Segun-
do alguns autores, as variactes na produ¢io destas enzimas po-
dem estar relacionadas também a variagOes na viruléncia dos va-
rios isolados de #. anisoplias(ROBERT & AL-AIDRO0OS, 1985; SILVA

& MESSIAS, 1986).

2.5. FATOGENICIDADE DE #. anisopliae

Dois termos té€m sido amplamente utilizados quando se
trata de avaliar o efeito de um fungo sobre o inseto hospedei-
ro: patogenicidade e viruléncia. Beralmente s8o considerados
como termos intercambiiaveis , mas, segundo FUXA & TANADA(LI987),
patogenicidade estaria mais relacionado a grupos ou espécies de

patogenos, enquanto viruléncia, determinaria o grau desta pato-
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genicidade dentro de um grupo de espécies ou patdgenos.

A entomopatogenicidade de um fungo, ou seja a capa-
cidade de produzir doenga em insetos, depende da ocorvéncia de
eventos sequenciais que se iniciam pela deposicio do esporo so-
bre a cuticula do inseto seguida pela germina¢fo, penetvacio da
hifa a?ravés do tegumento, colonizaglo do interior e exteviori-
zaclo do fungo com producio de esporos sobre o cadaver do
inseto(ROBERTS & HUMERER, 1983). Luz, temperatura, umidade, via-
bilidade e caracteristicas da germina¢®o dos conidios, tamanho
do indculo e viruléncia dos isolados s8o fatores criticos que

se relacionam ao patdgeno assim como susceptibilidade € densi-

dade populacional se relaciomam ao hospedeiro (BALFOUR-
BROWNE , 1960¢; SHAERFFENRERG, 1964; CLERK & HMADELIN, 19465;
LATCH, 1965; MC LEOD &€ al.,1966; BELL & HAMALE, 1974 ;

RIZZ0,1977; [DOBRERSKI,1980 e 1984i; HANEL,198i; DAOUST e€& al.

, 1983a; ROBERTS & HUMBER, 1983 e FRIOR & ARURA,19895;

HASSAN ¢ al.,1989 HUXAM ¢ aF.,1989 e DILLON & CHARNLEY,1990).



A germinacio do conidio do fungo entomopatogénico &
o primeiro passo para a infec¢io. Temperatura e umidade afetam
o processo de germinacio de diversos fungos, entre eles os en-
tomopato-énicos.Em geral alta umidade relativa € necessdaria pa-
ra a germinaglo (ROBERTS & CAMFEBELL,1977). HYWEL-JONES &
GILLESFIE(1990),trabalhando com trés isolados de £. bassiana e
de #. anisoplias em laboratdrio, verificaram que a temperatura
afetou a taxa de germinacio de ambos. Os conidios de #.
anisopliae germinaram mais vapidamente que os de F. bassiéna,
e, numa faixa de temperatura de 25-30°C 95% dos conidios de #.
anisopliae germinaram em 10-14 horas enquanto que os de 5.
bassiana em 10-25 horas na mesma faixa de temperatura.

HASSAN gf al.(1989), relataram o efeito de um embe-
bimento prévio dos conidios de f. anisopliae sobre a taxa de
germinacio e sobre o indice de mortalidade no hospedeiro
Handucra sexta. 0s autores trabalhando com um isolado de #.
anisoplias, verificaram que conidios préviamente embebidos du-

rante 20 horas em agua destilada esterilizada € colocados sobre
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a cuticula dos insetos hospedeiros, germinaram € formaram
apressorios muito mais rapidamente que conidios nfo tratados
por embebimento. Além disto, insetos tratados com conidios pre-
viamente embebidos mostraram um indice de mortalidade signifi-
cativamente maior que os insetos tratados com conidios que n#o
sofreram embebimento. Os autores sugerem que a velocidade e
sincronia da germinacfio e formacio de apressdrios s3o fatores
limitantes no processo de patogénese.

Segundo ANDERSEN(1979), a cuticula dos insetos, pri-
meira barreira para a penetracio do fungo, pode ser dividida em
epicuticula, constituida de lipideos e proteinas, e procuticu-
la, constituida de prvoteinas, lipideos, quitina, pigmentos e
matéria inorginica. Sabe-se que além da resistencia mec3nica, a
cuticula também pode oferecer uma resisténcia quimica através
de substancias nela presentes que exercem acHo inibitodria sobre
o fungo (GRULA &t aI.,1984; LACEY et al.,1988 e MESSIAS ¢
FUFIN,1990). MESSIAS & FUFFIN(i990), relataram que os lipideos

presentes na epicuticula de PDiatrasa saccharalis, entre eles os
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acidos caprilico € caprdico inibem o crescimento de #.
anisoplias. Atualmente, aceita-se que o mecanismo de penetracio
dos fungos na cuticula dos insetos envolve a acﬁo de enzimas
degradadoras dos componentes desta cuticula como proteases,
amilases, lipases e quitinases, €, a agao de pressio
mecdnica(ST LEGER ¢ al.,1988; St LEGER et al., 19892 ¢ 198%b ¢
ROBRERTS, 1989) . BALFOUR-BROWNE, em 1960 sugeriu que a penetra-
¢3o de fungos entomopatogénicos na cuticula dos insetos se da-
ria pela secrecio de enzimas de degradécﬁo que possibilitaviam
a invasfo posterior da cavidade interna. ROBINSON(i966), traba-
lhando com . anisorlias entre outros fungos entomopatogénicos,
concluiu que o processo de penetragio no inseto era em parte
mecanico € em parte enzimatico. MADELIN(LI?48), relatou que a
enzima quitinase auxiliaria a penetracio dos fungos entomopato-
génicos. MC CAULEY &f al.(i1968), trabalhando com hospedeiros
Elaterideos observou que no processo patogénico de .
anisopliar estavam envolvidqs uma aglo histolitica inicial, o

bloqueio mecanico do intestino do inseto, modificag¢bes patolo-



20

gicas da hemolinfa e producio de toxinas pelo fungo.

0 processo patogénico inclui a formac¢do, apos a ger-
minacio do conidio, de estruturas de infec¢lo denominadas
apressorios. 0Os trabalhos de ZACHARUK(i1970a, 1970b e 1i970c;
1971 e 1973), utilizando microscopia eletvoOnica em diversas fa-
ses do processo patogénico pov M. anisopliae, velatam, entre
outras observacdes, grande atividade metabdlica secretora nas
células apressoriais do fungo, pela abundante presenca de mito-
cdndrias, dictiossomos, e reticulo endoplasmatico. Relatam ain-
da, o desaparecimento da camada lipidica da cuticula do inseto
no ponto de contacto com o apressdrio, indicando uma possivel
utilizacio deste material pelo patogeno, e a presen¢ca de um mu-
co envolvendo as paredes apressoriais que sérviria provavelmen—
te, como adesivo. Este autor tambeém sugere que o processo de
penetracio do fungo na epicuticula do inseto seria facilitada
pela pressio mecadnica sendo primariamente, enzimdtica.

ST LEGER ¢ al.(i989), demonstraram que conidios de

M. anisopliae apos germinarem sfo induzidos a formar apresso-



rios quando o tubo germinativo contacta uma superficie dura.
Demonstraram ainda que as frequéncias de diferenciacio em es—
truturas infectivas, € muito maior quando as superficies s3o
hidrofobicas(teflon ou polipropileno por exemplo) do que quando
830 hidrofilicas(celofane). Esta diferenciacio conseguida In
vitro , foi estimulada por baixos niveis de nutrientes que con-
tinham nitrogénio. A diferenciacfo durante a patogénese parece
ser estimulada pela presenga, em combina¢io, de aminodcidos e
lipideos componentes da epicuticula e da superficie hidrofdbi-
ca, fato evidenciado através da andlise de meios multicompo-
nentes. A inibi¢Ho da sintese de IINA ¢ RNA nRo impediu a ger-
minacio dos conidios de #. anisoplias mas bloqueou a diferen-
ciaglo, quando os inibidores foram aplicados antes da segunda
divisio nuclear, o que pode indicar que os estimulos tigmotro-
picos e quimicos para a producio de apressorios estio vrelacio-
nados & segunda divisio nuclear.

A producio de exoenzimas por fungos entomopato-

génicos tem sido bastante estudada. GABRIEL(19268b), anali-
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sando histoquimicamente cuticulas de insetos infectados
por Entomophthora coronata encontvrou uma correlagcifo entre
a atividade lipolitica e os pontos de penetracglo na cuticula.
GABRIEL (1968a), testouw em meios de cultura a produgdo de lipa-
se, quitinase € protease por varios fungos entomopatogénicos e
considerou a quitinase com sendo uma enzima adaptativa, uma vez
que a quitina nfo foi degradada quando estavam presentes outras
fontes de carbono. Quanto a atividade lipolitica, o autor ob-
SETrVOU uma seletividade de substratos, n&o havendo degradacio
de compostos de dcido oleico e caprilico. ST LEGER e¢ al.
(i986b), demonstraram posteriormente, que a sintese de quitina-
se € regulada pelos produtos de degradacio da quitina através
do mecanismo de indugfo-repressio € sugeriram a existéncia de
uma correlac@io negativa entre crescimento € produgio de qui-
tinase. ST LEGER &¢ al. (1i988), através de estudo utilizando
n-alcanos como unica fonte de carbono, concluiram que a produ-—
¢3o de lipases poy f. anisoepliac ocovre de maneira indutiva.

Com ryvelacBo a proteases, KUCERA & SAMSINAKOVA(L980),
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isolaram proteases de #. anisopliae, separando dois - componen-
tes, um, éom atividade neutra, que foi denominado pfotease Fi e
outro, com atividade alcalina, que foi denominado protease F2,
prevalecendo a Fi em térmos de efeito sobre o inseto
Galleria wmellonella. KUCERA(1984), isolou de insetos, substan-
cias que tinham atividade iﬁibidora sobre estas proteases

de #. anisgerlias. ST LEGER ét al.(1987), verificaram a presen-
¢a de enzimas proteoliticas em nove isolados de Deuteromicetos
entomopatogénicos, entre eles f. anisoplias. GOETTEL ¢ al.
(1989), utilizando métodos soroldgicos demonstraram em #.
anisopliae que a protease Fi é produzida durante a penetracdo
na cuticula do hospedeiro pelos apressorios e pela hifa pene-
trante, havendo uma combinacSo entre a degrada¢lo e a pressio
mecanica. Inicialmente, a protease Fi foi encontrada confinada
3 wvizinhanca imediata das estruturas fdngicas, mas se difundiu
na cuticula nos estdgios posteriores. Além disso, esta enzima
foi encontrada ligada & parede celular em hifas crescidas em

condi¢cbes de rapida indu¢io de sua sintese. ST LEGER &€& al.
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(198%9a), relataram gque uma protease com atividade de quimoelas-
tase foi o principal produto protéico obtido quando conidios de
H. anisoplias produziram estruturas de infec¢io sobre uma su-
perficie artificial ou In sifu, durante penetraclo na cuticula
do hospedeiro. A producio desta quimoelastase foi favorecida
por baixos niveis de nutrientes, insuficientes para que se pro-
duzisse uma repressio catabdlica. A adi¢3o de nutrientes facil-
mente utilizdveis, como a alanina, causou um crescimento exten-
sivo da hifa sobre a cuticula do hospedeifo, mas reprimiuvu a pe-
netracio e a sintese destas quimoelastases. 0 controle da pro-
dugSo da enzima ocorre a nivel de transcri¢fo, pois a adi¢lo de
8—-azoguanidina e actinomicina D inibivram sua prbducﬁo. 0s auto-
res comentam ainda, que o processo patogénico envolvendo a mor-
fogénese e a producio de enzimas degradadoras da cuticula, pa-
rece ocorrer somente quando o patdgeno necessita estabelecer
uma relaglo nutricional com o hospedeiro.

A4 degradagio da cuticula parece ocorrer de maneira

sequencial. SAMSINAKOVA ef al.(1974i), utilizaram misturas de



enzimas comerciais lipases, proteases e quitinases e, também,
filtrados de cultura de £. bassiana sobre cuticulas de &.
mellonslla € observaram que as lipases e proteases atacaram a
cuticula antes das quitinases. ST LEGER &€ al.(1986a), usando
cuticulas de inseto como indutor , isolaram proteases e quiti-~
nases de fungos entomopatogénicos, e verificaram que, as pro-
teases atacaram a cuticula antes das quitinases sendo que a
combinac®o das duas enzimas pareceu aumentar a degradacio da
cuticula.

Fatores como, velocidade de germina¢Ro dos conidios,
produco de enzimas extracelulares e producio de toxinas entre
outros, estfo relacionados com a viruléncia de um fungo entomo-
patogénico. AL AIDRO0S & RORBERTS(1978), observaram um mutante
espontidneo de M. anisopliaes que apresentava densa producio de
conidios, rapida gevrminacfo e produclo de toxinas In vifro, €
alta viruléncia. AL AIDROOS & SEIFERT(1i980), relacionaram a ve-
locidade de germina¢fo dos conidios de M. anisoplias com viru-

1éncia. RIBA &f al.(41985), em estudos genédticos sobre a vivru-
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1éncia de M. anisoepliae, rvelataram que a mesma deve ser o re-
sultado da manifestac¢&o da intera¢io de muitos genes,como ocor-
re em fungos fitopatogénicos.

0 papel da producio de exoenzimas na viruléncia de
fungos entomopatogénicos € assunto de extensiva discussio na
literatura. SAMSINAKOVA & MISIKOVA(iI973), trabalhando com wva-
rios fungos entomopatogénicos, nio encontraram relacionamento
entre producfo de exoenzimas e viruléncia das linhagens. Varios
trabalhos com &. ¢tenslla e o hospedeivo Melolontka wmelolonta
sugerem que uma alta producldo de lipase estaria relacionada a
maior viruléncia da linhagem, o mesmo n%o ocorrendo com a pro-
ducfio de proteases € quitinases(SEGRETAIN o€ al.,1971; FARIS &
SEGRETAIN, 1975 e 1978; PARIS &f &l.,1975 e PARIS & FERRON,
i979). Outros trabalhos, com F. bassiana e o hospedeiro
Heliotlis =zea indicarvam nfo haver relacionamento entre produco
de lipases, proteases e quitinasere viruléncia(GRULA ef al.
,1978; CHAMFLIN & GRULA,1979; PEKRUL & GRULA,1?79; SMITH € al.

, 1981 e GRULA €€ al.,1984). FAVLYUSHIN(L978), testando a pato-
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genicidade de linhagens de B. bassiana a varios insetos, obser-
vou que linhagens com menor viruléncia exibiam reduzidas ativi-
dades proteolitica e lipolitica. 0 mesmo autor, verificou ain-
da, que um mutante induzido por luz UV com altos niveis de ati-
vidade proteolitica, também apresentava maior viruléncia a &.
melloncella.

AL  AIDROOS & SEIFERT(i980), verificaram em M.
anisorlias, que mutantes com atividade amilolitica aumentada,
exibiam alta viruléncia a larvas de CLulex piepiens, mas, mutan-
tes para a atividade proteolitica, n3o apresentavam modificacio
na viruléncia. SUNDARARU ¢ al.(1984), relacionaram os niveis
de produclo de lipases e quitinases com a viruléncia de &,
anisapliae var major a rycfes rhinoceros. ROBERT & AL
AIDRODS(1983), observaram um relacionamento entre mutacdes para
a atividade amilolitica e hipervivruléncia, o mesmo ndo ocorren-
do com mutagfes para as atividades proteolitica ¢ lipolitica
em M. anisoeplias. SILVA & HESSIAS(i986), realizando bioensaios

com o inseto Rhodarius prolixus, verificaram que mutantes de #.
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anisopliag que deixaram de produzir lipases e amilases, tiveram
viruléncia menor que a das linhagens selvagens, enquanto que
mutantes para a producio de proteases, ndo apresentaram niveis
de viruléncia significativamente diferentes dos niveis das li-
nhagens selvagens. Além disto, linhagens revertentes para a
produgdo das duas primeivras enzimas tiveram seus niveis de vi-
ruléncia restauwrados,concluindo os autores que a viruléncia das
linhagens e altera quando ocorrem modificagBes na produgfo de
enzimas. SAMUELS &f a!.(i?é?), estudando 25 isolados de #M.
anisopliae verificaram que,entre outras caracteristicas, como
rapida germinacfo € pequeno volume do conidio, os isolados que
apresentavam alta viruléncia a um inseto praga do arroz
Nilaparva lugens (HOMOFTERA:DELFPHACIDAE), mostravam producfo de-—
tectavel de quitinases, proteases € lipases, mas o mesmo ni&o
ocorria para a produgio de amilases.

0 processo de degradac8o enzimatica da cuticula dos
insetos parece envolver mecanismos muito complexps de interag¢io

com o hospedeivo especifico. ST LEGER(i98éa), sugeriu um meca-—
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nismo de ligagHo eletrostdtica entre grupos carregados positi-
vamente nas proteases produzidas por #. anisoplias € os grupos
carboxilas da cuticula dos insetos, verificando que a adsorcﬁb
das enzimas na cuticula era inibida pelo bloqueio das cargas
destes grupos carboxila.

#. anisoplias, como outros fungos entomopatogéni~
cos, produz toxinas, compostos de baixo peso molecular e de pa-
pel também discutido na patogénese. Em 1962, KODAIRA, referiu-
se & producao de toxinas em meio de cultura pelo fungo Dospora
destructor, que foram denominadas dextruxinas A e B (FF 183 e
2349C respectivamente). A producfo em meio de cultura destas
toxinas por M. anisopliae foi confirmada por outros auto-
res (ROBERTS, 1966a, 1966b e 1969 e VEEN,1968). ROBINSON(1964),
relacionou =a patogenicidade de #. anisopliae com a producio de
toxinas e enzimas. Em 1981, ROEBERTS descreveu Ppara . ani-
sopliae, quatro dextruxinas(A, B, C e ) & uma citocalasina. 0
autor relatou ainda, que as toxinas eram eficientes para matar

insetos por via oral, contato ou inje¢io na hemocele, agindo
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através de paralisia tetdnica. SAMUELS ¢ al.(1988), trabalhan-
do com trés isolados de . anisopliae € com o hospedeivo Handu
ca sexta, relataram que o isolado mais virulento produziu maio;
res quantidades de dextruxinas in vifro do que isolados de me-
nor viruléncia. Da hemolinfa dos insetos infectados com o iso-
lado de maior viruléncia foi recuperada a dextruxina A, o mesmo
ndo tendo ocorrido com a hemolinfa de insetos inoculados com os

isolados de menor vivruléncia.
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3. MATERIAL E M&TODOS

3.1. LINHAGENS DE #. anisopliae UTILIZADAS

Foram uwtilizadas as linhagens E9, Vi4, Fegro e

BSA de #M. anisopliae vav anisopliae mantidas no banco de

germoplasma de fungos entomopatogénicos do Departamento de

Genética e EvolugHo da Universidade Estadual de Campinas,

Campinas, SF.

As linhagens Fegro € E9 foram isoladas no Estado

de Espirito Santo, de cigarrvinhas de pastagem (Depis

Flavopicta, Homopteva:Cercopidae) infectadas naturalmente; a

linhagem Vi4, dos EUA, de Conoderus sp(Coleopteva:Elateri-~

dae); e a linkhagem ERESa, do Estado de Alagoas, de .

posticata intectada naturalmente.

3.2. MEIOS DE CULTURA E SOLUCOGES UTILIZADAS
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3.2.4. ACIDO NUCLEICO DE LEVEDURACAZEVEDO & COSTA, 1973)

Soluglo A:
Acido Nucleico de levedura -~~~ 2,09

Solu¢io de NaOM N ~———e—me———— 15, oml

Soluglo K:
Acido Nucleico de levedura --- c,0q

Solucio de HC1 N ~———eee—————— 15, eml

As solugcOes A e B foram aquecidas separadamente em "RBanho-
Maria” durante 20 minutos e em seguida o pH foi corrigido
para 6,0. A mistura foi filtrada, sendo o volume completa-

do para 49ml e estocada em frasco escuro sob refrigeracio.

3.2.2. SOLUCAD DE VITAMINAS



Acido nicotinico ~-—-————————- 100, 0mg
Acido p-aminobenzdico -———---- 10, 0mg
Biotina e s o 0,emg
Firidoxina === e e e 590, 0mg
Riboflavina ~————m—esemee———— 19, @mg
Tiamina —————==—=e 5@ ,0mg

Agua destilada esterilizada -~ 100,00ml

33

A soluglo foi armazenada em frasco escuro a 49C, apds sofrer

o processo de Tindaliza¢Ro.

MEIQ MINIMO(MM) (FONTECORVO &£ al.,1933)

NaNOg == o e o e e 6,09
KHpFO4 ——m e o o o o e i,5g
KC1 e e e @, 39
Mg80,4 == e @,599

FESD4 ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~ tracos
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ZnS0 g e e e tragos
G1icose ———— e 10,09
Agua destilada ———————mee————— 1000, 9ml

0 pH Foi ajustado para 6,8 com solucgio de NaOHC(IN) ou

HC1C(LNY . Fara o meio sdlido acrescentou-se 159 de agar-—-adgar.

A esterviliza¢g8o procedeu-se em autoclave a 120°9C, {1 atm por

19 minutos.

3.2.4. MEIO COMFLETO(MC) (FONTECORVO &€ al.,1953 modificado

por AZEVEDO & COSTA, 1973)

Adicionou~se a 10900 ml de HMH:

Feptona e e e 2,09
Caseina hidrolizada ~=——————w——— 1,5g
Extrato de levedura —————e—aeme- Q,59

Soluglo de vitamipas ————=——————- i,eml(Item 3.2.2.)
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Hidrolizado de acidos

nucleicos de levedura ———=—wwmm———- E,Sml(Itém 3.2.1.)

0 pH foi ajustado para 6,8 com solugio de NaOH(iIiN) ou
HC1(iN). Fara o meio sdlido acrescentou-se i5g de dgar-agar.
A esterilizagio procedeu-se em autoclave a 1209C, i atm por

iS5 minutos.

3.2.5. MEIO DE ARROZ

Agua destilada —————mc———————— 79,0ml
0 arroz umedecido foi colocado em sacos de polipropileno e

esterilizado em autoclave a 1209C por 15 minutos.

3.2.6. SOLUCAC DE TWEEN 80(9,1i% v/v)
Tweaen 80 o e e @,1ml

Adgua destilada ———————m—————-— 99,0ml



Frocedeu—-se a esterilizagfo em autoclave a 120°C,

nutos.

3.2.7. SOLUCAD SALINA(O,B85% v/v)
NaCI 600 ase mbim 4000 2000 mise 40ee ase som 00s 4008 000 Send 4554 sase Sane oesn Abse Sems ammo S0t nese sust sets 8’\_,9

Adgua destilada ——————temm———— 1000,0ml

Frocedeu~se a esterilizag8o, em autoclave a 120°9C

nutos.

3.2.8. SOLUCAD SATURADA DE SULFATO DE FOTASSIO
Adicionou—~se Sulfato de Potdssio a 500ml1 de agua

até a saturaclo, a tempervatura ambiente.

3.2.9. SOLUCADO DE HIFOCLORITO DE Sonio(z,sx%)
Hipoclorito de Sodio(5%) -——- 5,0ml

Agua destilada esterilizada -~ 5, 0ml

36

poy 15 mi-

por 135 mi-

destilada
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3.2.1¢.TAMFAD FOSFATO @,4iM pH 7,0

KHpF 04 oo oo o oo e o e e 6,89
NADH oo oo o o o e e e e i,i9
Agua destilada —=——==———me——— 500, 0ml

0 pH foi corrigido com NaOH 2N

3.2.11.50LUCAD DE SOROALBUMINA ROVINA FARA A CURVA FADRAO DE

FROTE i NA
Soroalbumina Bovina —=—==——-—- 09,0019
Soluclo de NaCl @,1i5M —~———w=- 5,00ml

3.2.12.50LUCAD D REAGENTE COOMASSIE ERILLIANT ERLUE(CER)
Coomassie Brilliant Rlue G-250¢ - 0,069

Solu¢cio de Acido Ferclovico 3% -~ 1@00,0ml

Nissolveu—~-se o CBEBRE previamente, em um Becker contendo uma
pequena quantidade de soluglo de acido perclorico, € mace-

rou~se com bast3o de vidro. A solu¢do restante foli adiciona-
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da ao macerado, procedendo-se em seguida, a uma filtracRo em
papel de Filtvro. O reagente foi testado procedendo-se a uma
leitura em espectrofotdmetro, em comprimento de onda de
4465nm(os valores de absorbdncia obtidos nestas condigBes de-
vem estar entre 1,3 e £,5). Esta preparacfo pode ser armaze-—

nada por um =&no.

3.2.13.REAGENTES FARA O TESTE DE ATIVIDADE AMILOLITICA

3.2.13.1. REAGENTE A

Napllg -——=——em e e e 23, 0g
Sal de Rochelle ~——————=—- 23, 09
NaHCOg ——==———e e e 20,09
NapB0y4 ——m = e e e 200, 09

Completou~se o volume para 1000m]l com agua destilada.



3.2.13.2.

3.2.13.3.

3.2.14.

3.2.14.1.
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REAGENTE B

Cu804.5Hp0 ————m———e—————— i5, 09
HC1 concentvrado -——=————=—--= uma gota
Agua destilada ~—————-——-- 100,0ml

REAGENTE ARSENOMOLIEDATO

Molibdato de amdnia ———=—== 25, 09
HC1 concentrado -———==————- 21i,0ml
NapHAs04.7Hp0 ———————————- 3,09
Agua destilada -—-—--———————- 450,0m1l

REAGENTES FARA ELETROFORESE

SOLUGCADO ESTOQUE DO TAMFAO DE CORRIDA(Tris-glicina

pH 8,3)

Blicina ==—=~=—————— e 28, 8g
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Dissolveu—-se em 1900ml de dgua desminervalizada, e ajustou-se
o pH para 8,3 com trizma base ou glicina

Freparo do tampio de corvida: Diluiu-se uma parte da solucﬁé
estoque do tamp&oc de corvida em 9 partes de dgua desminera-

lizala.

3.2.44.2. SOLUCAD ESTOQUE DE TAMFAO TRIS-C1 pH 8,9

Trizma base ————=———m————— 36, 404
Agua desmineralizada ——-—- 50,00ml

TEMHMED oo o oo e e o o e e e @,23ml1
Ajustou~se o pH para 8,9 com HC1 concentvrado & completou—se

o volume para 100ml com agua desminervalizada.

3.2.44.3. SOLUGCAD ESTOQUE DE TAMFAD TRIS-C1 pH 6,7
Trizma base e —————— 5,989
dgua desmineralizada -————-—=- 50,00ml

TEMMED e oo oo e o o 0, 46ml
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Ajustou-se o pH para 6,7 com Hcl concentvrado e completou-se

o volume para 100ml com agua desmineralizada

3.2.14.4. SOLUCAD ESTOQUE DE GEL. ACRILAMIDA SEFARADOR
Acrilamida ——————eme——————— 28,009
Bis—acrilamida ——m——e—e—ee———— 0,749

Completou-se o volume para 100ml com dgua desmineralizada e

estocou—se a 4°C no escuro.

3.2.14.5. SOLUCAD ESTOQUE DE GEL. EMPILHADOR
Acrilamida -—--—————rmmmee— 10,009
Bis~acrilamida =——w—————— 2,5eg

Completou-se o volume para i00ml com dgua desmineralizada e

estocou—se a 49C no escuro.

3.2.144.4. SOLUCAD DE FERSULFATO DE AMONIA
Fersulfato de ambnia ~=-—-— 0,089

Agua desmineralizada ——-—— 2,50ml



Freparado sempre na hora do uso.

3.2.14.7. SOLUCAD DIE RIROFLAVINA

Riboflavina —e———eem e ———— 90,0049

sdgua desminevalizada ~——-—- 100,00ml

3.2.14.8. SOLUCAO DE AZUL-DE-BROMOFENOL

Azul~de-bromofenol -—-=-————--— Q,02%5q

Tampio Tris~Cl pH 6,7 —=—=—m=- 1¢,00ml

3.2.14.9. GEL SEFARADOR

TampBo tris-Cl estoque pH 8,9 ———- 3,50eml
Gel separador estoque ————ecmem———— 7,00ml
dgua desmineralizada ~——e——e—————— 17,50ml

Adicionou—-se 2oeul de solugfo de Fersulfato de amdnia e re-

tirou-seo ar da solu¢fo com auxilio de uma bomba de wvacuo.

3.2.14.10¢.GEL EMFILHADOR
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Tampio tris—-Cl estoque pH 6,7 -~-—— i,50ml
Gel empilhador estoque -——=--———=- 3,00ml
Solucido de Riboflavina ~—=———==== i,50ml
Agua desminevalizada ———m————————— 6,0ml

Retirou-se o ar da solucio com auxilio de uma bomba de va-

cuo.

3.2.44.11 FREFARACAD DA AMOSTRA FARA ELETROFORESE

AMOGSE A o o oo e oo o o e s e e iooul
GliCero]l e e o o o i e oot e oo e e ioul
Soluglo de azul-de-bromofenol -—- ioul

3.2.14.12.50LUCAD DE FIXACAOD

dcido acético glacial a 20% + HMetanol na propor-—

ch0 de 1:1. Tempo de fixacio de 1@ a 30 minutos

3.2.14.13. SOLUCADO DE COLORACAD
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Coomassie EBrilliant Blue R 250 a 0,25% em Metanol

50% + Acido acético glacial a 10%. A solugdo de trabalho foi

preparada pela diluicio da solugio acima, na proporgio de

1:20, com uma mistura aquosa de Metanol a 40¥%, Acido acético

a 5% e Blicerol 2,5%. 0 tempo de coloragio minimo foi de 8

horas.

3.2.14.14. SOLUCAD DE DESCOLORACAOD

Metanol a P0Y% + Acido acético a 5% + glicerol a

3.3. PRIOENSAID COM #. anisvpliae

3.3.1 HOSFEDREIRO

Utilizou-se como hospedeivos, ninfas de 3 ins-

tar, em regime de fome, do inseto Rhkodnius profixus STAL,

obtidos Jjunto & Superintendéncia de Contrdle de Endemias



(SUCEN), Mogi-Guagu, SF.

3.3.2. ORTENCAO DO INOCULO DE #&. anisopliae

Conidios das quatro linhagens de #. anisopliae
foram obtidos separadamente, através da inoculacdo de uma
suspensio de 108 conidios/m] em Tween 80 a 0,01i%(v/v) em
meio de arvoz umedecido (Item 3.2.5.), por um periodo de 10
dias. 0Os esporos produzidos foram re;o]hidos através do pe-

neiramento do arvoz em peneivas de metal esterilizadas.

3.3.3. BIOENSAIO

00 bioensaio foi conduzido conforme metodologia
proposta por MESSIAS w#f. a&7.(1986). Trezentos miligramas de
conidios de cada uma das quatro linhagens, obtidgs como ci-
tade anteriormente, foram colocados separadamsnte, em fras-
cos contendo Bml de solu¢®o salina € 2ml de solugio de Tween
80 a ¢,01i% (v/v). As suspensdes de conidios(contendo aproxi-

madamente 109 conidios/ml) foram diluidas na proporg&o f:1@
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seriadamente, até a 6 dilui¢3o. Nos bioensaios utilizou-se
efetivamente, =a suspensfo original, e as dilui¢Bes desta a
saber: 1078, 1074 e 104 , como doses do patdgeno. Uerifi~
cou-se as quantidades de conidios presentes nas suspensies,
observando—-se a suspensio diluida 1072 em CAmara de Neubauer
e realizando-se os calculos necessarios para as outras di-
luigfes. A viabilidade dos.conidios de cada linhagem foi ob-
tida pela inoculacio de aliquotas destas suspensfes em MM,
observando~-se a germinacio apds 24 hovas ¢ tomando-se em
porcentagem os conidios germinados e nlo germinados num to-
tal de 500 conidios.

Discos de papel de filtvro de 9cm de di&metro,
contidos em placas de Fetri previamente esterilizadas, foram
umedecidos homogeneamente com 2ml de suspensfo de conidios,
separadamente para cada linhagem nas doses apropriadas. Vin-
te e cinco insetos foram utilizados para as diferentes do-
ses, € deixados caminhar sobre o papel de filtro por 30 mi-

nutos. Apds este periodo, grupos de 5 insetos foram transfe-



47

ridos para frascos de polipropileno tampados com gaze, con-
tendo uma camada de papel de filtro em sua base. 0s 5 fras-
cos de polipropileno em cada preparacfo foram colocados em.
frascos de vidro com tampa e a umidade no interior destes,
foi mantida em torno de 97% de UR, colocando-se dentro deies
iS0ml de solugio saturada de.Sulfato de Fotdssio(WEXLER &
HASEGAUA, 1954),.send0 o conjunto incubado a 28°C em ROD.
0 frasco contrBle, com 25 insetos distribuidos em grupos de
S, foi preparado da mesma maneira, exceto que, neste caso
foram deixados caminhar sobre o papel de filtro umedecido
apenas com 2ml de soluglo salina + Tween 80.

A mortalidade foi avaliada diariamente € o8 inse-—

tos mortos retivados a cada verificacgio.

3.3.4. REISOLAMENTOD DAS LINHAGENS EM INSETOS MORTOS NURANTE
0 RIOERNSAIOD
Fara se confirmar que a movte dos insetos era

causada pela agao do fungo, cada ninfa morta foi desinfecta-
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da superficialmente com uma solucio de Hipoclorito de Sddio
a 2,5% durante 3 minutos, lavada em trés passagens com dgua
destilada esterilizada, colocada em placa de Petri com MC e.
incubada a 2B9C por 7 dias. Este procedimento também foi

realizado para os insetos do contrdle.

3.3.5. ANALISE ESTATISTICA DA VIRULENCIA DAS LINHAGENS

0s resultados dos bioensaios foram expressos sob
a forma de LCgp € LTgp, calculados pelo método de Fro-
bit (BLISS,1935 e 1937 e FINNEY,1971). Analisou-se os valores
quanto A hipdtese de paralelismo entre linhas de regressio,
através do teste de «£, de acordo com o critério adotado por
BLISS(1935) e FINNEY(1i971). A poténcia relativa da virulén-
cia das linhagens em relaglo ao contrdle foi estimada con-

forme COCHRAN(i1938), SCOSSIROLI(19462) e FINNEY(1974).

3.4. SINCRONIZACKD LE CONFDIOS
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Os processos de conidiac@o € germinacio de espo-
ros nio sio eventos sincrdnicos para a maioria dos fungos. O
método descrito por LAW & TIMBERLAKE(L1980), com modifica-
¢Bes, foi utilizado para a produ¢io de conidios sincroniza-
damente pelas linhagens estudada%, obtendo-se, desta manei-~
ra, conidios de mesma idade em todos os expefimentqs.

Flacas de Fetri com MM sdlido foram inoculadas e
incubadas a 28°C por 7 dias. A seguir, o0s conidios produzi-
dos foram raspados suavemente da superficie do meio de cul-
tura e utilizados para preparar uma suspensido fortemente
concentrada em solucBo salina. Aliquotas de iéml da suspen-
sf0 de conidios foram transferidas para frascos Erlenmeyer
de 1¢00ml contendo 300ml de MM liquido. Fara cada linhagem
foram utilizados B8 frascos Erlenmeyer, que foram incubados
sob agitacio A temperatura ambiente por 24 horas. Apds este
periodo formaram—se "pellets” que foram filtrados em papel
de filtro medindo 3¢x20@cm colocados sobre um funil especial-

mente construido, acoplado a um frasco de Kitasato ao qual



foi aplicado vacuo. 0s "pellets” foram lavados com 10@¢ml de
dgua destilada esterilizada.

0 papel de filtvo com os "pellets” aderidos foi
colocado sobre uma camada de pequenos cilindvros de nylon em-
bebidos em 100ml de MM, contidos em forma de vidro vefrata-
rio. As formas de wvidro Forgm cobertas com filme plastico
adevente e incubadas a 28°C prr 7 dias.

Apos o periodo de incubagRo, os conidios produzi-
dos sincronizadamente foram raspados do papel de Ffiltro, co-
locados em dgua destilada esterilizada, filtrados através de
gaze esterilizada e finalmente, centrifugados a 2000rpm para
obten¢io de uma massa umida de conidios que foram utilizados
para o0s testes de conteuddo de proteina total e atividade en-

zimatica.

3.5. DETERMINAGCAO DE FROTEINA TOTAL
Massas umidas de conidios das linhagens E9, Fegro

e BSA de #. anisopliae, de peso conhecido, com @, 7, 13 e 24



horas de germinacao em MM, foram trituradas separadamente,
em almofariz com auxilio de nitrogénio liquido. A seguir, a
massa tritwrada foi recolhida com éml de tampio fosfato pH
7,0, 0,iM, e centrifugada imediatamente a S5000@rpm por 295 mi-

nutos a 39C. 0 sobrenadante foi vecolhido, filtrado em +il-

tro MILIFORE e dializad - "0 Zras z2m 500ml de tampfo
fostfato pH 7,0, @,iM. ° guausi ldade o prote{na presente nos

extratosv foi medida peio witodo de BRADFORD(1976) modifica-
do. Amostras de 40ul do sobrenadante dializado foram coloca-
das em tubo de ensaio com 1,35ml de ta@pﬁo fosfato + iml de
reagente CBE(Item 3.2.42). Apds 2 minutos foi realizada a
leitura em espectrofotdmetro em comprimento de onda de

S?250m.

3.6. LDETERMINALCAD DAS ATIVIDADES AMILOLITICA LIFOLITICA E
QUITINOLITICA DE #. anisopliae
As atividades amilolitica, lipolitica e quitino-

litica foram pesquisadas em conidios de 3 linhagens de #.



oe
anisoplias. Foram utilizados para isto, extratos de conidios
sincronizados € meios de cultura inoculados, na presenga ou
auséncia dos substvratos das enzimas.

fs  linhagens E9, Fegro e BSA foram sincronizadas

pelo método de LAW & TIMRERLAKE(1980) descrito no Item 3.4..

3.6.1. OBTENGCAO DOS EXTRATOS DE CONIDIDS FARA ANALISE DA
ATIVIDADE ENZIMATICA

0s conidios sincronizados foram inoculados em
MM, retirados apds 7, 13 e 24 horas de germinacio e lavados
trés vezes com dgua destilada esterilizada através de cen-
trifugacio a 2€0erpm por 10¢ minutos. As massas dmidas de co-
nidios assim obtidas foram trituradas em almofariz com auxi-
lio de nitrogénio liquido , recolhidas em éml de tampdo fos-
fato 0,iM, pH 7,0 e a seguir, centrifugadas a 5000rpm por 30
minutos a 39C . Os sobrenadantes foram dialisados por 12 ho-
ras contra 5@@ml de tampio fosfato @,iM, pH 7,0. 0s extratos

dialisados fovam analisados quanto as atividades enzimati-



cas.
3.6.2. DETERMINACAO DA ATIVIDADE ENZIMATICA DE CONiIDIOS IN-
TACTOS EM FRESENCA [0S SUBSTRATOS

Fara verificar a atividade enzimatica na presenca
dos substratos, 20ml de MM, onde ndo foi adicionada a glico-
se, contendo os substratog Sgparadamente, nas propor¢des de
@,2% de amido, 1% de tween 20, 2,4% de quitina coloidal e iX%
de caseina foram inoculados com 107 conidios/ml de cada uma
das linhagens de #. anisoplias. Apos os tempos ©,7,13 e 24
horas de germinacio, os meios de cultura foram filtrados em

papel de filtro WHATHMAN € a atividade enzimiatica pesquisada.

3.6.3. DETERMINACAO DA ATIVIDADE ENZIMATICA DE CONiIDIOS IN-
TACTOS NA AUSENCIA DOS SUBRSTRATOS

A producio de enzimas por conidios intactos na

auséncia dos substratos ¥§i verificada inoculando-se frascos

de 20ml contendo MM com 107 conidios/ml de cada uma das 1li-



nhagens, pesquisou-se a atividade enzimiatica no meio de cul-
tura onde os conidios estiveram nos tempos de gevminagio o,
7, i3 e 24 horas apos filtragem em papel de filtro WHATHMAN

no 1.

3.&.4. DETERMINACAD DA ATIUIHQHE AMILOLITICA

Estudou-se a atividade amilolitica através do mé-
todo de FAL &f al.(1980), incubando-se a 35°C por {1 hora,
iml de amostra e iml de amido soltivel em tampHo acetato 0,2M
pH 5,2. 0s agucares redutores liberados foram determinados
pelo método de NELSON(i9244). Colocou~se iml da mistura de
reagdo em tubo de ensaio graduado até 25ml, ao qual adicio-
nou-se iml de uma mistura de reagente A ¢ B (Item 3.2.13.1 e
3.2.13.2), na propor¢io de 25:1. As solugbes foram aquecidas
por 20 minutos em banho de agua fervendo sendo a seguir,
resfriadas em banho de gelo. Apds este procedimento, adicio-
nou—se iml de reagente arsenomolibidato(ltem 3.2.413.3). As

solugdes foram entBo diluidas para 25 ml com agua destilada
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€ a absorbancia medida em espectrofotémetvro no comprimento
de onda de 520 nm. O branco consistiu em 0,5ml de agua des-—

tilada + @,5m] de substrato tratados da mesma maneira.

3.6.5. DETERMINACAO DA ATIVIDADE LIFOLITICA

A atividade lipolitica foi medida pelo método de
DEFLOEY &f af.(1981), incubando-se 5ml de amostra com Sml de
Tween 2@ a 3%, em tampfo citrato-NapHFO3 pH 7,5 a 459C por
50 minutos. A reacio foi cessada pela adi¢fo de i0ml de so-
lugio de acetona~etano} i:4. 0 contrdle da reagio consistiu
de Sml de amostra + 5ml de solucdo de Tween 2@ colocados em
banho de agua fervente por 10 minutos para bloquear a ativi-
dade da amostra. A cada tubo adicionou-se ©,3ml de solug¢@o
de fenolftaleina i% em etanol 70% e procedeu-se a seguir a

uma titulacgio com NaOH a @,95M preparado no momento do uso.

3.6.46. DETERMINACAD DA ATIVIDADE QUITINOLITICA



Frocedeu-se a medida da atividade aquitinolitica
seguindo o método de DADUST & GUNNER(1979), incubando-se
@,5ml de amostra com @,5ml de quitina coloidal(iSmg/ml) ob-
tida pelo metodo de HANKIN & AGNOSTAKIS(i975) e tampfo ci-
trato @,1iM pH $5,0. A andlise de N-acetil glicosaminas libe-
radas foi realizada segundo metodologia de REISSIG & ’17.
(1955). Tubos com @,5ml de mistura de reacio € @,1iml de te-
traborato de potassio @,8M, foram cqlocados em dgua fervente
por 3 minutos e a seguir, resfriados em dgua de torneira.
Apods, adicionou~se a cada tubo 3ml de uma solucio de p-dime-
tilaminobenzaldeido (1i@g de p-dimetilaminabenzaldeido em
ieoml de &dcido acético glacial contendo 12,5ml de HC1 1@N,
solug#o diluida £:9 em acido acético glacial pouco antes do
uso). O padrido consistiu de 0,4ml de agua destilada + @,iml
de uma solu¢do de tetraborato de potdssio @,8M € o branco de
@,5ml1 de dgua destilada + @¢,iml de tetraborato de potdssio.
As absorbancias foram medidas imediatamente em espectrofotd-

metro no comprimento de onda de SBS nm.



3.7. ELETROFORESE D0OS EXTRATOS DE CONIDIOS COM DIFERENTES
TEMFOS DE GERMINACAO
Frocedeu-se a eletroforese dos extratos obtidos
como no Item 3.6.1., utilizando-se gel de poliacrilamida em
corrida vertical pelo sistema descontinuo.

As placas de eletroforese foram montadas com eg-

pagadores, e vedadas com 3agua dgar a 4%. Freparou—-se o gel

separadovr(Item 3.8.14.9}, que foi vertido no sistema de pla~-
cas com o auxilio de uma pipeta Fasteur. Sobre o gel separa-
dor foi colocada uma camada de 2cm de dagua para viabilizar a
polimerizacio, apds o que, a mesma foi retirada. 0 gel empi-
lhador foi entio preparado(Item 3.2.14.10) e vertido sobre o
gel separador j& polimerizado, novamente com auxilio de uma
pipeta Fasteur. 0 pente de acrilico foi introduzido no gel
empilhador € o conjunto deixado & temperatura ambiente até a
polimerizacido do gel.

0 pente acvilico € o espacador inferior do siste-—

ma de placas fovram retirados, e o conjunto foi fixado a cuba



de corrida. A superficie entre as placas e o tanque superior
da cuba de corrida foi vedada com agua dgar, € os tanques
preenchidos com o tampfo de corrida(Item 3.2.14.1). As amos~
tras preparadas(Item 3.2.14.11) Foram aplicadas nos pogos
deixados pela retirada do pente de acrilico € a cuba ligada
a fonte élétrica com wuma vo}tagem inicial de 1iSmA. A volta-
gem fol corvigida para 20mA apds a passagem da frente de
azul-de bromofenol pelo gel empilhador € assim mantida até o
final da corrida.

Ao término da corrida, retirou-se da cuba e do
sistema de placas o gel, que foi levado & solugio fixado-
ra(Item 3.2.44.12.) por 20 minutos. Apds a fixacgio, o gel
foi transferido para a soluci@o corante(Item 3.2.14.43.), on-
de permaneceu por 4 horas. A descoloracfo com a solug@o des-
corante(Item 3.2.14.14.), procedeu-se até que as bandas se
apresentassem nitidamente visiveis. Foi utilizada como pa-
dr3o uma solu¢do de soroalbumina bovina preparada segundo o

ITtem 3.2.11..



3.8. DETERMINACAO DO TEMFO DE GERMINACAO MINIMO(TGHM) DA LI~
NHAGEM E9.

0 tempo minimo em que 85% dos conidios germi;
nam(TGM) (ARRAIS DE MAT0S, 1988), foi determinado inoculando-
se, com 104 conidios/ml sincronizados (Item 3.4.) frascos
Evrlenmeyer de 1i56ml contendq 10ml de MM liquido. Aliquotas
do meio inoculado foram retiradas a cada hora, observadas ao
microscopio optico, e contados 500 conidios quanto a presen-
¢a ou auséncia de tubo germinativo e tomada a porcentagem

de conidios germinados.

3.9. DETERMINACXO DO EFEITO DA SELECAO DE CONiDIOS FRECOCE-
MENTE GERMINADOS SORBRE O TGHM

Fara verificar se a sele¢fo de conidios precoce-

mente germinados afeta o valor da TGM, foi realizado o se-

guinte ensaio: conidios sincronizados pelo método descrito

no Item 3.4., foram utilizados para inocular ioml de MM con-

tidos em frascos Erlenmeyer de 1i5@ml com 1i@ml de MM(106® co-
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nidios/ml). Apds um periodo de incubacio de 7 horas a 28°C
sob agitacio, o meio inoculado foi filtrado em uma camada
dupla de gaze. 0Os conidios germinados vetidos na gaze forém
recolhidos em 100ml de Agua destilada esterilizada e dilui-
¢Bes foram feitas para se obter colanias isoladas em placa
de Fetri contendo MHM. Este prDCPdimento foi repetido 4 ve-
zes, partindo-se de conidios que apresentavam germinacio
precoce no tempo de 7 horas, identificando-se a variagio na
porcentagem de germinagio dos conidios obtidos apds cada

tratamento.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. DETERMINACAO DO TGM FARA A LINHAGEM E9 DE M. anisopliae

As porcentagens de conidios germinados apds 7, 8,
?, 410, 1i e 12 horas de incgbacﬁo éob agitaglo obtidos se-
gundo o Item 3.8., encontram-se na Tabela 1. 0 TGHM obtido
para a linhagem E9 de #. anisopliae foi de aproximadamente 12
horas de incuba¢io em MM (Figura i), apresentando uma por-
centagem média de gevrminacio de 84,80%. 0 resultado coincide

com o obtido por ARRAIS DE HMATOS(1988).

4.2. EFEITO DA SELECAO DE CONIDIOS FRECOCEMENTE GERMINADOS
SORRE O VALOR TOGH
0Os wvalores obtidos em térmos de ndmevro de coni-
dios germinados apds cada sele¢Ho de conidios precocémente
germinados(Item 3.9.); encontram-se navTabela € € as porcen-

tagens respectivas na Tabela 3. 0 efeito das selegdes sobre
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TABELA §. Tempo de germinacio médio(TGM) de conidios da li-
nhagem E9 de . anisopliae em MM liquido sob
agitacldo, a 88°C.

Horas n® de conidios Forcentagem de co-
germinados1 nidios germinados
7 28,30 5,66
8 30,40 6,48
? 78,60 15,782
io 283, 69 56,72
i1 339,950 67,20
ie 424,290 854,80

1 Média de trés repetigbes, contando-se 500 conidios em ca-
da repetigio.

TAERELA 2. HNumero de conidios germinados da linhagem E9? de
#. anisoplias apds 4 passos de sele¢lo de coni-
dios precocemente germinados em MM liquido sob
agitacio a £28°cC.

Tempo de seleglest
incubag¢io
(horas?
10 20 30 40

o ovan St coes sens tas bowt bost Gu cors FObS aems Fess 900 bnd G0e Seee Sees Gere Seve S00e S0ed 4us Gove HASH Gees $4es LIS SGen RSSO Sres mAse G0N Sobe Fese G0N Fove Soes 00 Sest S4NE semm Bese B0se 0es Sese S40H semm E40s Sase Getm GO ness G4 B0n sean Shes S4me smss sebe

1 Foram contados 50@ conidios em cada repeti¢io
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a germinacio dos conidios pode ser observado ha Figura 2.

Observa-se na Tabela 4 de andlise de wvarid@ncia,
que houve diferencas significativas a nivel de 5% de proba—
bilidade nos valores de conidios germinados por quatvro sele-
ces realizadas nos diferentes tempos. Houve ainda interagio
sigdificativa entre selegio e'tempo de germinagio.

0 teste de TUKEY(Tabela 5), demonstrou que hﬁ wma
variagio significativa crescente no valor das médias de co-
nidios germinados com o aumento do tempo de germinacio. HA
uma  variagfo significativa crescente no valor das médias de
conidios germinados em cada sele¢clo sucessiva de conidios
precocemente germinados como demonstra a Tabela 6.

0 desdobramento do efeito principal "sele¢io de
conidios precocemente germinados” com a interag¢io ‘“sele¢io
de conidios precocemente germinados x tempo de germinagio”
mostrou que houve um efeito significativo do fator de sele-

¢330 em todos os tempos de germinagfo(Tabela 7).
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TABELA 3. Forcentagem de gevminacio de conidios da linhagem

E? de #. anisopliar apds selegio de conidios pre—
cocemente gevrminados.

403 Sven sma Gove G0st Game Somw Sie oes Gere Gri Fies Sear S4es G104 €900 See Paas Suim Shee Sese Seh Sebe Snee Seew Sers Sese 4000 Paed Peim Gemt Sese Sves mesm sums gebe Serv Solt Bod Gess Uees Aeit hrmp 40 Seus 4240 Bam GPee Sese SENE Sus 403 Be S4nd Sect soen she Seem Sewe Sare

Horas Forcentagem de conidios germinados!
Sele¢Oes
50 . eo 39 40
7 7,60 10,00 20,490 97,40
8 | 7,80 2,20 23,26 59,72
g 15,80 22,86 57,952 76,72
io 54,32 546,32 75,60 77,26
i1 _ 68,86 7e,78 84,69 85,32
i2 85,00 86,40 88, 66 21,92

S0ee S4es Ma0e cew Base s G $000 Sums Teme Beee S0e Sy Smas Gave s34 wis Sure Sems Sese SeE Sewe Sed Sete Sme Sws Sre Svee woee ees St Sree Shee Seee Sesm duee gmee Sey 4ere Aviw veos Mies Sere et feee Gmes Sest Gese B4 Auim Geev Sece Se PeSs Teer PewT aetd Feee Saee Sers

I Média de trés repeticbes contando-se 500 conidios/repeti-

TABELA 4. Andalise de varifncia dos dados obtidos sobre o n©
de conidios germinados em 500 conidios da linhagem
EQ de M. anisopiias apods sele¢ldo de conidios ger-
minados precocemente.

Causas de Gl SQ oM F
variagao

Selegio S 11174i92,3000 223438,47000 1783, 74200%*
Tempo de

Germinacio 3 3446032,4400 115344, 15000 920,809R5%

Selegio X
Tempo de 15 1453P0, 54600 24688,03700 77 ,341020

Germina¢io

Tratamentos £E3 14608545 ,3000 69936 ,75400 5958,315360
VResiduo 48 6012, 646467 125,26389 -
TOTAL 71 1614558, 0000
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TABELA 5. Teste de Tukey para a causa de variacio "tempo de
germinacio” sobre o nudmero de conidios germinados.

Tempo de
germinagio Médiasi
(horas)
12 439, 50af
i1 388,58b
i¢ 329, 42c¢
G 215,4¢2d
8 i24,83¢
7 119,259

9000 tese e Soss Ses Sene meam Sess S40e Sees Seie S4s4 S44b PESe S00s Seas Semm erim S40e Sebm PiEe G4t Rens Sess Sers e Swm Som G040 e Saas e Gews Sime Gmm tean Sobe Shr S4im SHm Febu S804 S500 beee G4k Sias Bive SHS4 PHes S04 S0as mese 400 ebe Sadn mide Some Bems Seam seme

i Médias de trés repeti¢Bes, contando-se 500 conidios em ca-—
da repeticdo

& Medias seguidas pela mesma letra dentro de cada coluna
ndo sio significativamente diferentes ao nivel de 5% de pro-
babilidade.

TARELA 6. Teste de Tukey para a causa de variacio "selegfo
de conidios"” sobre o n® de conidios germinados.

00e Sue Soes bums Suas Sams Sees 0%e Eee G0ee SH0s Gmee Siwe Swin eed SN St YSe Sees $ees Sure Gss Soms Seon S0es Seas PUes Fms SEmm Gmme Gwmm e Soem S0es Saas $os TISE Seee Sres SHrs Mite Fiwm Sows Sem S0 Bess Sess Sess Sees Swe Sams Saas Seem Seat sass Saie Sese Seee Seee Sase

Se- Médiasl do n© de conidios germinados Medias
le-
coes Temos de germinacio (horas)

i2 i1 i¢ 9 8 7

40 457,67a%%4P5,00a 386,33a 383,67a 298,00a 2B7,00a 372,%94a
30 443,30ab 423,00¢a 378,00a £287,47b 116,33b 102,00b 291i,72b
20 432,00b 345,00b £B1,467b 114,33c 46,0@c 50,00c 21i4,83c

10 425,00b 344,33b P7i,64b 76,00d 39,00c 38,00c i98,50d

i Médias de trés repeticBes, contando-se 500 conidios em ca-
da repeticio.

*¥%¥ Médias seguidas pela mesma letra dentro de cada coluna
nio sio significativamente diferentes ao nivel de 5% de pro-
babilidade.
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TARELA 7. Desdobramento do efeito principal “"sele¢clo de co-
nidios precocemente germinados” com a intevagio
"tempo de germinacio x selecio”.

waes e e bate case vese sade Sess G0at wns G486 Mewe 400t Gms ke BHAN Gar G400 Gest (E0S Gase Sew Se0e Geet Tmat secs S4et Gees Tees SHeS Gees Teed Seee Puee S4OH ceub MGG Gese Seeh GARE SHea APYS S0ss FOOS $OLH SPNS Feu Bemt G0Nt Gase FSES bame SOMS Fems Feve Smd hese Geme mime Shee

Causa de variagio GL SQ QM F
selegio/tempo de germ.

oot soce oae S04 sast S900 beue Hs TEHS raie 00T Hbmd S0RS tmve Gmit SO S04 Vert beve PALE weee Sere Mee eed $000 ese SIme Saes ebe $000 Gere S04 Sees ere Sads FOAN 00t Rede M Fers H SERS $OM FONS Meet S0t bwas Se0e Geer Mese Geat Soss Sese mmim Gmd Gave 4oea Seee wwss Swes

7 horas 3 119504,25 39834,75 318, 00%%
8 horas 3 130923, 00 43644,00 348, 39¥%*
9  horas 3 18%94548,92 63182,97 504, 39%%
1 horas 3 644,92 11214,97 89, 53%¥
i1 horas 8 98,25 5099, 44 42, 30%%
i2 horas 3 3,46 611,822 4,88%%
Residuo 48 L08R, 466 125,26

¥ gignificativo ao nivel de 5% de probabilidade



69

As comparacoes de médias pelo teste de Tukey a
nivel de 5% de probabilidade demostraram que: houve diferen—
¢a significativa nos valores obtidos entre a 19 ¢ a 29 sele-
cdo somente no tempo de germinaclo de nove horas; entre a 20
e a 39 seleclo, apenas o tempo de 12 horas n¥o mostrou dife-
rencga significativa; houvg d;?erenca significativa nos valo-
res obtidos entre a 39 ¢ a 49 seleclo nos tempos 7, 8 ¢ 9
horas, mas n&o houve diferenca significativa no numevro de
coniﬁios germinados entre os tempos 10, ii{ e 12 horas. Estes
resultados demonstram que a 3° sele¢lo causou um aumento no
numero de conidios germinados em todos os tempos de germina-
cao.

UOs resultados demonstraram que houve uma diminui-
¢3o0 no valor do TGM com a sele¢clo sucessiva de conidios de
germinacio precoce, sendo que este foi deslocado na 3°2 e 4°©
selegbes para o tempo de germinac@o de {1 horas conforme se

pode observar na Tabela 3
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0 maior efeito das sele¢cdes foi observado porcen-
tagens de conidios germinados nos tempos de germinagio de 7
a 10 horas. A partir do tempo de germinacio de 10 horas o
efeito das sele¢Oes foi menor

Segundo HASSAN ef al.(1989), a velocidade e =a
sincronia da germinacio doshconidios e a formaclo de apres—
sorios s8o eventos cruciais na patogénese. DILLON = &
CHARNLEY (1999) observaram que conidias de #. anisopliae pre~
viamente embebidos em dgua mostram uma diminui¢io no tempo
de germinacio. A sele¢io de conidios precocemente germinados
praovocou também uma diminui¢l3o no tempo de germina¢fo, mas
principalmente aumentou a taxa de germinagio nos tempos de
germinagio anteriores a 1@ horas, o que caracteriza um au-—

mento na velocidade de germinagio.

4.3. ANALISE DE FROTELfINA TOTAL
Ds resultados da andlise de proteina total conti-

. . n N . . . .
da em conidios de tres linhagens de M. anisopliae com di-
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ferentes tempos de germinacfo realizados confovrme Item 3.5.,
encontram-se na tabela 8 e Figura 3. A andlise de varid@ncia
dos dados obtidos mostrou que houve diferenca significativa
a nivel de 1% de probabilidade nos valores de proteina total
obtidos nos quatro tempos de germinaclo e também nos valo-
res obtidos entre as linhaggns analisadas(Tabela 9). Além
disso, pode—ée observar que ocorreu interac3o significativa
entre tempos de germinaclo e linhagens, indicando que o
efeito dos tempos de germinacﬁovem térmos de conteddo de
proteina total depende das linhagens.

Como os valores de F foram significativos ao ni-
vel de 1% de probabilidade, foi realizado o teste de Tukey
para verificar como os tratamentos diferiam entre si(Tabela
10). Observou-se que o efeito médio das trés linhagens
diferem entre si, sendo que a linhagem E? apresentou maior
valor médio de contelddo de proteina total, seguida das 1i-
nhagens ESA e Fegro em ordem decrescente. 0s efeitos médios

dos tempos de germina¢fo tambeém diferiram entre si, sendo
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TARELA 8. Conteddo de proteina total de conidios de trés i~
nhagens de . anisopliae com diferentes tempos de
germinacio.

ess sore bems Grse See mier seet sesd suse Sees seve Sees Sube SMet bere babe meme Som st ame Seer Gese Sees Bese s Gess M0ss bras Bess S Sid Seee Sese SeS4 Geeh Smy Sees Seee Bres miae Seve eus Same aas eve Gims Sebe Mne ey Sres She S bers St Seas B aee i mmet Sm

Conteudo de proteina total(ug)

Tempos Repe-

de ti- Linhagens de . anisoplias

gevyminacio ¢bes

(horas) E? Fegro BSA
ri ¢,0040730711 0,001113277 0,005235837

0 re 0,003998271 ©0,001091243 0,0054372946
r3 @,00411817¢ 0,0011374630¢ ©,005335389
media Q,004063171 @,001114050 0,005336174
ri 0,011058373 0,002488114 0,0040920464

7 re ©,011364530 0,002730277 0,004406259
r3 0,011058373 0,002488114 0,004209583
media ©,01114604285 0,002568835 0,0042359469
ri Q,058351845 @,003132857 0,0046142749

i3 re Q,0563474672 0,003249292 0,005815354
r3 Q,054618861i5 0,003249292 0,005977840
media Q,056962710 ©0,003210480 0,005978661
ri Q,072465788 ¢,00540181i4 @,007620428

24 re ©,0704181472 ©,005529137 0,007833383
r3 Q,070418142 0,005529137 ©0,007287697
media @,071164721 0,005486696 ©,007580501

s Saee tess Sntn s20s Seve Saem sees ese $iee SSem ness Seee eees Svrs Sete O Sews Seet BeST Sew S60e Gesm Boer Abas Sewt $4es SSes Sees Siwe Sewt Sfse Sect Semt Seas beim SSRs time SRS e Sese S Saee Sevs et Smt Feas em et e tein Sme Sew Seas At Sive Tess bren Sems avee

i proteina total em ug/ug de peso seco de conidios.
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TABELA 9. Anadalise de wvariancia dos dados obtidos sobre o
conteudo de proteina total de conidios de #.
Rnrisopliase com diferentes tempos de germinacgio.

e S e S4es G001 4406 Ses Bes Gren Sesu Gabe Shse Sase tase Sims ese Shve Ss Geis Fees Seus Geme Gedy Sene Gese PSm Sees Gse Sads Ghae Gene Mese dess Sesy Ges Mmie Seer Seee e ies Mes e e Gmwe Sovr Geme S4os Sass Sees Gves Shus Sead Smas Sebe Sors Smss Sies Wes buee bmee

Causas de Gl 5Q QM F
variagio

l.inhagens 2 79304413 39652207 14895, 746%%
Tempo de A

germinacio 3 39064255 13021418 44694 ,591%%
Linkagens x

Tempo de é LHO795243 10113P540 3653, 068%%
germinacio

Tratamentos {14 1791463911 16287628 a87e, 152
Residuo 24 66568 ,96 2773,70467

Total 35 i79e3048e@

¥ gsignificativo ao nivel de 5% de probabilidade

TABELA 10. Teste de Tukey dos dados obtidos sobre o conteddo
de proteina total de conidios de #. anisopliae
com diferentes tempos de germinacifo.

mee Gme Memy mta Ties Rese ese Reee Gare MAre 4ae Geus aus Baws eas See Seee Sree Soed Sees Bess Sees 4000 Gass Bees Feee Geee bees SMus ees Ben Geas She Ares Ais hene buse Ses TS FHee S0t Ses e MMt Feee FHas Teoe Suee e Sme Miee Svas Hies Fees Mims een Geus Mive Made Sbet

Li- Tempo Tempo de germ./linhagens
nha- Médias de Médias linhagens
gens gevm. Médias
(hs) EQ ESA Fegro
E9 3583,77a 24 2807 ,73a 7116,47a 758,05a 348,467a
BSA 578,28b i3 2205, 946b 56946,27b 597,87bh 321i,e35b
Fegro 3¢9, 9¢éc 7 598, B4c 1116,04c 423,60c £256,88bc
@ 350,45d 406,32d 335,62c 11i1,48c
IMS(SX) 53,67 468,46 118,59 118,59 148,59

cv=3,53%

e v b Gea ue Gve Sema Sees Avet eee Bive Bavs Feee Smas e Mams $ase Sves Sme Feus bme Svee ees Bes Gems Sme Sews Sias Amvs bees Savd Sars Sabe Gmes Sim e Smbe e Shre Sees Seee Sum TEOH Sees Mmee ASe4 Sem a4 Siat Gedn Mny Cme Siwe Smte bhme S Sves Aews Sum Sate
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que o tempo de germinacio de 24 horas apresentou maior valor
de proteina total seguido dos tempos de 13, 7 € @ horas em
ordem decrescente.

o »desdobramento do efeito principal “"Tempo de
germina¢io” com a interacio "Linhagens X Tempo de germina-

¢ao” revelou que houve diferenga significativa entre os tem-
pos de germinaglo para todas as linhagens ao nivel de 5% de
probabilidade, sendo este efeito mais intenso na linhagem
E?(Tabela 1i1).

As comparacdes de médias pelo teste de Tukey ao
nivel de 5% de probabilidade(Tabela 10) revelaram os seguin-
tes aspectos: Na linhagem E? as médias de conteudo de pro-
teina total diferem significativamente nos quatro tempos de
germina¢lo, apresentando o tempo de germinacio de 24 horas
maior conteudo de proteina total seguido dos tempos 13,

7 e 0 horas em ordem decrescente. Na linhagem BSA houve di-

ferengas significativas entre os tempos de 24, 13 e 7 horas

de germinacio sendo que os tempos de 7 e @ horas ni3o diferi-



Tabela 11.

Causas de
variagio

B ke L T

Tempos de g
lLinhagem E9

Tempos de g
lLinhagem Fe

Tempos de g

746

Iesdobramento do efeito principal "Tempo de ger~
minagio” com a intevagfo "Linhagens x Tempo de
germinagio” em termos de proteina total em coni-
dios de #. anisoplias com diferentes tempos de
germinagio.

cove vame oes seas sree S0e sete Teen baat eme Sve Wems b et Hhab miad MM ven Sabe Bhve Fme IASe S Se TS Ses ee TeNe Bee Set S04 MmA vESe TG SRS e SEe FHee BAEe AL St SuA Yevs SeSL Seme Sebe Baem seed saes

linhagem ESA

Residuo
significa
NS nilo sign

GL 8¢ GH F
erm./

3 PI3IB5593 3312831 11943, 78%*
eym./
garo 3 298036,74 9345, 58 35, 82%%
evrm./ 3 175867 ,57 S86e2, 52 21,13NS

24 646568,96 e773,71%

Sotm $een bete Bows vues Gove sese sear ases Soms Bese Snse $es Sebs BSe0 Sere Sebt Sere Seeh aemr Shes Brin Siim Sirs Sess Sems Swe dete Suse Sres FES6 Aree L0 Sete Sive Semd Mems Gou SeEs Gest BOIR hems Ser Suse BN Seen fees brm Sems

tivo ao nivel de 5% de probabilidade
ificativo ao nivel de 5% de probabilidade
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ram entre si. Na linhagem Fegro, as médias do conteddo de
proteina total diferiram nos tempos de 24 e 13 horas, mas
ndo houve diferenca significativa nas medias entre os tempos
de 13 e 7 horas e nem entre as médias 7 e @ horas. Felo que
se pode observar os conidios da linhagem E9 iniciaram a sin-
tese de proteinas entre os tempos de germinacio @ € 7 horas,
a linhagem BSA a partir de 7 horas de incuba¢lo € a linhagem
Fegro somente apos i3 h.ras de incubagio.

0 ajustamento do modéio linear yi= A + Bxi + Cxi
dos dados, apresentou um coeficiente de correlagfo de
94,49%, indicando boa afinidade entre as variaveis através
do modélo ajustado. A equa¢lo de regressio obtida foi y=
@,0026064 + 0,0011181ix (Figura 4), do que se conclui que pa-
ra um tempo zero de germinagido corresponde uma quantidade de
proteina total de ©,00RP60464 € que a cada hora no tempo de
germina¢io, ocorre um aumento na quantidade de proteina de

¢,001118ug/ug de peso seco de conidios.
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ODbserva—~-se sobre o conteddo de proteina total em
conidios de #. anfsoplias que existe uma variabilidade neste
carater dentro da espécie pois o mesmo foi diferente nas 3
linhagens estudadas. 0 conteddo de proteina total dos coni-
dios sofre um aumento significativo com o aumento do tempo
de incuba¢fo, em valores que dependem da linhagem envolvida.
Isto indica que um processo de sintese de proteinas ocorrve
de maneivra intensa nos conidios em processo de germinacio
como foi observado também em outvos fungos (TURIAN, 1985).
Além disso o inicio da sintese de proteinas nas trés linha-
gens ocorreu em tempos diferentes.Na linhagem E9? ja houve
inicio de sintese entvre @ ¢ 7 horas de incubagio € nas 1li-
nhagens Fegro e ESA entre 7 e 13 horas de incubagdo.
ARRAIS DE MATOS(i988) observou em conidios de #. gnisopliaa
que ocorre sintese de proteinas antes da formagcio do tubo
germinativo pois os conidios tratados com o inibidor de sin-
tese de proteina, a cicloheximida tem sua germinaglo inibi-

da.
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4.4. ELETROFORESE DOS EXTRATOS DE CONLIDIOS COM DIFERENTES
TEMFOS DE GERMINACAOD

Na figura 5, estio representados esquematicamenté
os padrdes eletroforéticos de proteinas totais dos extratos
de conidios das linhagens E?, Fegro e RBSA de #. anisorliae,
obtidos conforme Item 3.7 .Fod.. .- observar que nio houve va-
riagOfes nos padrdes entre as linhagens e nem também entre os
extratos de conidios com diferentes tempos de germina¢®o
dentro de cada linhagem.

A andlise de proteina total mostrou que hd uma
sintese crescente de proteinas com o aumento do tempo de
germinacio. Estas proteinas aparentemente jd estavam presen-
tes nos conidios nfo germinados, n&o havendo sintese de no-
vas proteinas pois o padrio de bandas obtido através de ele-
troforese das proteinas totais, ndo apresentou diferencas

nos tempos de germinacio examinados.
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Linhagem Fadrdo Linhagem Linhagem
E? (soroalbumi- Fegro ESA
na bovina)
— s )
AR SRt NERGEF AR ———  WOMERI Wl St}
e A [ e
ja  ar— G S e R ocrmnn S e e R el —estnsn: ———— et ™ a——
i gmm— MY o P S —
. WP SRR S Y e Cpmneemy  weSEEAL  SEDEES  WARS
hoaE Dwenmy SORNER  eumuens = PomEIe S  WRTW R Nl SRRt Gwecser  acyy
@ 7 13 24 @ 7 13 24 e 7 i3 24

Horas de germinacio

Figura 5. Representacio esquemdtica dos padrfes obtidos em
‘eletroforese de proteina total de conidios de trés linhagens
de #M. anisopliacs em gel de poliacrilamida, corrida vertical
e sistema descontinuo.
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ATIVIDADE AMILOLITICA DE A, anisopliae

D
&5

A curva de calibra¢lo da medida de glicose atra-
vés do método descrito por NELSON, (1944) conforme Item

3.6.4., encontra-se da Tabela 12.

4.5.4. Atividade Amilolitica em Extratos de Conidios com Di-
ferentes Tempos de Germinaglo.

A quantidade de glicose libevrada por extratos de
conidios com diferentes tempos de germinagio obtida conforme
os Itens 3.6.1 € 3.6.4 encontram~se na Tabela 1£3. Na analise
de wvarifincia dos dados obtidos (Tabela 14), pode—-se verifi-
car que houve diferencga significativa ao nivel de 5% de pro-
babilidade entre as quantidades de enzimas presentes nos ex—
tratos das trés linhagens. Entre os tempos de gevminaglo
também houve diferencas significativas, assim como também

houve interacio significativa entre linhagens e tempos de
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Tabela 12. Curva de calibracio da medida de glicose obtida
pelo método de NELSON(iI944).

4990 s0me borm sbew cous ot Setm dmae Sase smar Satn Fued as $0ab éww 48 bess baso ceme Sas diex a%e Bied S0k Seeh Shet S4at Teem St feme Leam Toer 3ees 4Lt 40 Sase Saey Ahe Sen Avew Seer e Sees Leme Sak Ses Sem AeE Seen Sote A4et Aeme Seit Sems s Paes Sas Tes Tm Sers

Glicose Absorbincial
mg/ml

¢,005 0,01i547
0,025 ©,08355
@,e50 ©,17718
9,150 Q,50844
0,300 1,00000

1 Média de trés repetigBes
Caeticiente de corvrelagRo da curva 0,99
Equaglo da reta de regressfo y= 0,0001iP2 + 0,0293686x

Tabela 13. Atividade amilolitica em extratos de conidios de
trés linhagens de #. Inisopli’ls apds diferentes
tempos de germinaglo.

e e e e St mn Sas Shas aae e Seim ave e e 00 e ime eas 0N e LM Sagt SeAt Saet Sewr SHA4 Sk Seee GE Tebs Aud et SAL S s Geed M e Vhes et FAT SO St S fued Sees s e S T SHLA eI ER A THA St Seie meh ae Sver

1i~ mg de glicose/g de conidios

nha-—

gens tempos de germinagRo(horas)

@ 7 13 24

ES i,21i¢ i,91@ @, 382 Q,297
1,320 1,472 9,380 @,324
1,288 1,503 Q,379 0,344

Fegro @,B848 2,347 1,475 1,734
®,878 2,521 1,493 1,647
0,897 2,489 1,528 2,400

ESA 2,958 2,2e1 2,112 1,395
3,333 2,303 2,329 i,49¢%
2,909 2,020 2,242 i,538



Tabela 14.

Causas de
variacio

l.inhagens

Tempos
Linh.X
Tempo

e ovee baca Gave vess Sese Sarm cess seen seee Sese

Tratamentos
Residuo

Total
* significa

84

Andlise de varifincia sobre os dados obtidos sobre
a atividade amilolitica em extratos de conidios
de trés linhagens de #. anisoplias com diferentes
tempos de germinac¢io

wrve sets Hesn bove sose Sout sese ses Soe bees Gamt Moot Sove Sese Sewm Sewe Sese Meas Sem Seve Sewm Sese Sema Som Gese Geee Sese sese Sees Sems Seds Gose Sert Gest Sewe Sewe Seme Sovs Sewm Srew Sees Siee Seew siw Seee Buse siee beus Srmie

GL sQ QM F
"""""" 2 i1,e72 5,636 247,308 xxx
3 3,592 1,197 52,534 *x%
é 7,558 i,250 95,875 *xx
TR 22,424 2,038 89,442 %%
24 @,547 0,023
""""" ss  es,98

tivo ao nivel de 5% de probabilidade



gevrminacdo, o que significa que o0 efeito do tempo de gevmi-
na¢io sobre a atividade enzimatica vavia com a linhagem en-
volvida.

No teste de Tukey (Tabela i5), pode-se observar
que 0 efeito médio das trés linhagens difevem significativa-
mente entre si, sendo que a maior guantidade de enzima este-
ve presente no extrato da linhagem BSA seguida pelas linha-
gens Fegro e E9? em ovdem decrescente. No efeito médio dos
tempos de gevminacio nota~se que os extratos nos tempos de 7
horas apresentaram niveis de enzima significativamente maio-
res que os tempos 13 e 24 hovas, os quais nfo diferivam sig-
nificativamente entre si.

0 desdobramento do efeito "Tempo de Germinag&o”
com a intervagfo "Linhagem X Tempo de GerminacHo” (Tabela
i4), que os tempos de germinacfo tiveram efeito significati-~
vos sobre as trés linbhagens de . anisopliae.

Em sintese os resultados indicam que a enzima es-

ta presente no conidio antes da germinaglol(tempo de incuba-
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¢30 de @ horas), e que em cada linhagem ocorrem variacBes na
atividade enzimdatica dos conidios durante os tempos de ger-
minagio.

Em termos de médias(tabela 15), a linhagem KSA
apresenta maior atividade enzimatica que as outras duas li-
nhagens e o tempo de germina¢fo de 7 horas, em todas as li-
nhagens, foi o que mostrou maior atividade da enzima.

A linhagem BSA apresentou alta atividade enzimd-
tica no conidio ndo germinado, havendo uma queda no tempo de
7 horas que se mantém até 13 horas onde ocorre nova queda de
atividade. A linhagem Fegro apresentou a mais baixa aividade
enzimatica nos conidios ndao germinados, havendo um aumento
significativo no tempo de germinaclo de 7 horas, uma queda
de atividade no tempo de 13 horas e um novo aumento no tempo
de 24 horas. Na linhagem E? a atividade enzimdtica existen-—
tente nos conidios n&o germinados sofre uma queda no tempo
de germinagio de 13 horas a um nivel que se mantém no tempo

de 24 horas.
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Tabela 15. Teste de Tukey sobre os dados obtidos sobre a
atividade amilolitica em extvratos de conidios de
trés linhagens de . anisoplias com diferentes
tempos de germinaglo.

e mocs bemt ses gms saww apen bpeu mse Gess St best Meme fess sems Sver Soed ShSv Seek WSt et Kebm Gase smmt Sors Sere esk Sies Seed Sy See Sves Srbd Sae SAAP Fore Seys Aees et Fhs BHY SAes Sebn SHES Sere 050 efl ek feis P SHs Mty iae mee bete bete bats o bmem Mben

Tempo Tempo/l.inhagem
Linh. Médias! germ. Médias Linhagem
(Hs) Medias™®
E? Fegro BSA
BSA 2,2e8al /] i,740b i,e72a ©,881id 3, 06ba
Fegro 1,686b 7 2,036a 1,495a 2,43%a 2,474b
Eg @,B67c i3 i,368c @, 380b 1,498¢ 2,226b
24 i,2314ic @,321b 1,926b 1,447¢C
MS(50%) ©,1538 @,1962 @,3399 90,3399 @,3399

Cv=9, 44699
i Médias de trés repeticBes. _

Meédias seguidas pela mesma letra nfo s80 significativa-
mente diferentes ao nivel de 5% de probabilidade.

Tabela 1é6. Desdobramento do efeito principal "tempo de ger-
minaglo” com a interag8o "Linhagens X Tempo de
germinagio” em tevmos de atividade amilolitica

de extratos de conidios de trés linhagemns de M.
anisoerliae.

e etn cate e St Somt Teat S04 Shbe hSR S4SE SHSY BAt Sese St Arwe ANt VeSS bees AASs S04 Mme Svve G4Se Geee mebe Seve FIve Seue hevé Mes Fees ves PATH Sls R4 ey 40e eSS TS Gers Aind Pisd boes Seee WIS PR Mimd SeRs Sae Rere Mae fews Seed Sems seve anis Same Ssen bees

Causas dg

variagao GL 8Q am F
Tempo/Linhagem

E9Q 3 3,279 1,093 47,269 %%
Tempa/l.inhagem

Fegro 3 3,923 i,3e8 57,383 %%

Tempo/Linhagem

ESA - 3 3,%46 1,316 57,731 xx
Residuo 24 80,5449 - 9,02R7

% significativo an nivel de 5% de probabilidade
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Fode~-se observar wuma grande variabilidade no com-
portamento dos conidios das trés linhagens com vrelagio &
atividade amilolitica durante a germinagfo.

Evidenciou~se aqui uma variacio entre as trés li-
nhagens estudadas no comportamento da atividade amilolitica
nos conidios durante os estidgios de germinagfo, fato que po-
de sugerir que nio sd a quantidade de enzima presente mas
também os niveis iniciais € suas modificacdes durante a ger-

minacio do conidio podem ser importantes na viruléncia.
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4.5.2. Atividade Amilolitica de Conidios em Diferentes Tem-
pos de Germina¢io em Fresenca de Amido.

Os resultados da quantidade de glicose liberaaa
por enzimas extracelulares de conidios de #. anisopliae ob-
tidos segundo os Itens 3.6.2. € 3.6.4. encontram-se na Tabe~
la 17. A .ndlise de varifincia dos dados obtidos (Tabela 18),
demonstrou que houve variacfo significativa, ao nivel de 3%
de probabilidade, entre as linhagens ensaiadas € entre os
tempos de germinacio utilizados. Fode-se observar‘também que
houve interagHo significativa entre os tempos de germinagio
e as linhagens o que indica que o efeito dos tempos de ger-
mina¢cio em termos de atividade amilolitica(enzimas liberadas
no meio de cultura) depende da linhagem envolvida

Sendo os valores de "F" significativos ao nivel
de 5% de probabilidade, realizou-se o teste de Tukey (Tabela
19). Observou-se que o efeito médio das trés linhagens dife-
rem entre si, sendo que a linhagem EBSA apresentou o maior

valor, seguida das linhagens E? e Fegro em ovdem decrescente
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Tabela 17. Atividade amilolitica em conidios de trés linha-
gens de M. anisopliae em diferentes tempos de
germinagio em MM contendo ©,2mg/ml de amido.

6ea sors soms soam Seee Sese Sees 4evm sese Goem Beee Gebe Siuy Sesm Sees Seet semr eise Bess Suen 4pe Seve $5eb Sese Siee bers Sese becs bomw Peim bems beme Suee Seew S0 S4NE SH Suew Semb Semb hebn 0D Lord Seus Seum S0e4 GPAS SO SOMS Seer Suiv S400 ece BISE bems Soes Seus Seds Sees Sees

linhagens mg de glicose liberada/g de conidios
tempos de germinaciocChoras)

0 7 i3 24
E? o 6,522 5,830 6,528
¢ 6,527 6,110 6,945
o 6,544 5,810 6,523
Fegro @ 9,096 9,162 6,010
o 5,475 9,106 9,790
¢ 5,108 2,112 9,764
ESA o ?,.00 ?,764 5,130
@ g, .34 2,998 6,254
o 8,634 2,726 S.,12e

Tabela 1i8. Andlise de Varidncia dos dados obtidos sobre =a
atividade amilolitica de conidios de 3 linhagens
de M. anisopliae com diferentes tempos de
germinagio em MM contendo @,2ma/ml de amido.

vt Sven S0re aas Ses Seve Sees Sem S0 ees beee Sese Seta et ele Pers eSS4 Sive bemt E4SE ASS S0as S40Y SES Ses Sees SETe BESE PiGE S PYSS SN Mt Seee Sece Sowe Sk SV Smie dame S STe Sach TS Hiuw SOMD SOTS e Sem Sevs Seas Sems SeuT ES STme CvIR Sues S40w bewe Fese

Causas de GL SQ QM F
variacio

Linhagens 2 32,67 16,34 168,81 %*x%xx
Tempo 2 5, 08 2,54 26,26 %%
Linkagen X

Tempo de

germinag¢io 4 26,46 4,61 468,35 %%
Tratamento 8 64,21 8,63 82,94 xx
Residuo 18 1,74 0,10

Total 26 65,95

* significativo ao nivel de 5% de probabilidade
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Tabela 19. Teste de Tukey dos dados obtidos sobre a ativida~
de amilolitica de conidios de 3 linhagens de #.
anisopliae com diferentes tempos de germinacio em
MM contendo @,Bmg/ml de amido.

Li- tempo Tempo de gevm./Linh.

nha- médias de germ LLinhagens

gens (horas) médias

médias E9 Fegro ESA

ESa 8, 0e9a* 7  4,84%9a 6,531a 5,126b 8,889b

E? 6,326b i3 6,913a 85,1600 35,1260 ?,6%96a

Fearo 5,348c¢ 24 5,942t 6,532=a 5,853a 5,504 c¢

DMS(5%) ©,374 0,374 0,448 @,648 @, 4648

Cv= 4,73

# Médias seguidas pela mesma letra dentro de cada coluna nio
s30 significativas ao nivel de 5% de probabilidade

Tabela 2£20.

et oot cmn Seae mres sewm S4m Sets Somt Save e

Causas de

Iesdobramento do efeito principal “tempo de ger-
minacio” com a interacio "linhagens X Tempo de
germinagfo” em termos de atividade amilolitica de
conidios de trés linhagens de M., anisopliag com
diferentes tempos de germinag¢3o em MM contendo
@,2mg/ml de amido. )

M 4ot 2000 ctee oyen Gren emas sede Save wOt S4m Sare e Srin Gt Soan Svim Ses TOAr Aten Gess Seay Aren Sesd Jare Sdms Anse Moot A4im Ser Jomt Ghms ek S4m his GO 200 Aot Sare bams Abee dess Sows Seem Aese Sous Siat Semm Seat

Variagio GL 5Q QM F
Tempo de gevm./

linhagem E¢ 2 0,7560 0,3780 3,92062 NS
Tempo de germ./

linkhagem Fegro e 1,0575 Q,5287 5,4640 NS
Tempo de germ./

linhagem ESA e 29,7244 i4,86282 153,5793 %%
Residuo i 1,7419 0,0947

% significativo ao nivel de 5% de probabilidadet
NS nio significativo ao nivel de 5% de probabilidade
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Os tempos de germinagio 7 € 13 horas nfAo apresentaram valo-
res médios significativamente diferentes entre si mas, o
tempo de 24 horas apresentou valor médio significativamente.
menor que os tempos anteriores. 0 desdobramento do efeito
“"Tempo de Germinaglo” com a interacio "Linhagens X Tempo de
Germinag&o"” (Tabela 2@) revelou o efeito mais intenso dos
tempos de germinagio sobre a linhagem ESA.

0s vresultados indicam que aparentemente nlo ha
enzimas amiloliticas na superficie dos conidios(tempo de
germinacio de @ horas) ou se hd , os niveis nio puderam ser
detectados pelo método utilizado. Fode-se observar ainda que
a atividade enzimatica no meio de cultura onde estd ocorren-
do a germinacio € mais alta que a intracelular dos conidios,
indicando que a enzima é produzida e radpidamente carreada
para o exterior da celula.

Ocorreu uma grande variaglo na atividade amiloli-
tica extracelular dos conidios das tres linhagens, que tam-

bém se comportaram de maneira diferente durante o processo
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de gevmina¢io.

4 linhagem BSA que possui o0 maior nivel intrace-
lular de atividade amilolitica, também apresentou maior niw.
vel de atividade extracelular, mas as variagdes de atividade
extracelular durante a germinacio nHo seguiram o mesmo pa-

drio que as variagdes na atividade intracelular.

4.5.3. Atividade Amilolitica em Auséhcia de Amido

As quantidades de glicose liberadas por conidios
de &, anisoplias apds 24 horas de incubagfo em MM em ausén-
cia de amido (Tabela 21} obtidas conforme os Itens 3.6.3 ¢
3.6.4, revelou que as enzimas amiloliticas sdo produzidas
mesmo na auséncia de substrato, embora em quantidades muito
menores do gue em presenca do mesmo.

a anélise de varidncia (Tabela 22), demonstra que

as linhagens estudadas produzem quantidades de enzimas, si-
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Tabela 24{. Atividade amilolitica em conidios de trés linha-
gens de M. anisoplias apos 24hs de incuba¢io em
MM em auséncia de amido.

400s hee Semt Sake Soue Srvs S404 Peew S0 Prre S0as Sam Ferm So0% Sesm SVS Srie Smse seiw Ste Gwes bese Bhes Seew biee Seie Shss S4es Sese SeSs iu PSS bres sem seve Feee Gess Sese Sbes Sasm Sets Pees Sess WIS Sees velm Sees Sewe ace S50 age Sess S4R Soss Ses Sase Semw Paee Shes wben

linhagens mg de glicose liberadas/g de conidio

Ri Rre R3
e 0,050 0,040 0.0418
Fegro _ 0,0207 90,0281 00,0192
ESA 0,025 90,0194 00,0209

Sevs mose Meom sase seee mes me4d ere Govs mee Ses4 Sent Sbee Brme Weme Feme Seee NGRS ESes Mens Some Sbes SRNS Gove Seus FSS Gues bove ees Soee bems bete Bies sese mmes bens Sema Sret S5E4 sees Sers Sevs Sems eee Swe Gest Sere Sems Sevs Sew Sees Seee Siee Seet Sam Geme Sase sese baew beer

Tabela 22. Andlise de varidncia dos dados obtidos sobre a
atividade amilolitica de conidios de trés linha-
gens de M. anisoplriase apos P4hs de incubagio em
MM em auséncia de amido.

Sats saee oas Sees sate Seee smse Wit Sees Sree Sees SeRE Fme berm S4se See Fers Sess G000 Sess Sese Gess imey Gmee e Smee Sest Gese Sea G4 Gees besa Sece Sese “me Fies bese Seve Geeu Sesn Sas Smtw Sess akes Seeu FRes 000 Geme Sece Sesn Seve Sees Peve Sem Seme Sies Gese See Smes Sese

Causas de GL 8Q QM F
Variagfo

Linhagens 2 0,000826 0,000413 33,564 %%
Residuo & Q,000073 Q,000012

Total s 0,000900

* gignificativo ao nivel de 5% de probabilidade

Tabela 23. HMédias da atividade amiloliticas de conidios de
trés linhagens de #. anisgplias apds 24 hs de in-
cubacio em MM em auséncia de substrato.

eo40 omte wvon sase Sene Sess mwu Sead Sare bone wess Gems 4004 Sewe Ses Suse G0es Smi Base Sdee Smae Sobe Gime Sous Sese Sove Sdes Sees Sese Seay Gese Mere deus dues Sees Aeve bome mmas deew Sove 0be S04 Mue Mber ews Sees Sese Se0e Tete San sses Seve Sewe bems Fbe i Sere Seia Shvn St

Linhagens Médiasi

E? 0,0426a"

Fegro Q,02R6b

ESA ?,0219h

M8 (3%) ¢,00924

l Médias de trés repetigles.

e Medias seguidas pela mesma letra dentro de cada coluna

nio sio significativamente difsrentes ao nivel de 9% de pro-
babilidade



gnificativamente diferentes ao nivel de 5% de probabilidade.
No teste de Tukey (Tabela 23) pode-se observar que a linha-
gem E? produziu maior quantidade de enzima em auséncia dé
substrato e que as linhagens Pegro € EBSA neste caso nio di-
ferem significativamente entre si em térmos de enzima produ-
zida.

A linhagem ESA, que apresentou altos niveis in-
tracelulares & extracelulares em meio de cultura em presenga
de substrato, apresentou o menor nivel de atividadé amilolj~
tica em meio de cultura na auséncia do substvato. Neste caso
a linhagem E? foi a que a presentou maiores niveis da enzima
em auséncia de substrato.

0 conhecimento a respeito da regulaglo da biossin-
tese de amilases em fungos & bastante limitado. Em
Aspergillius oryzas a enzima alfa amilase tem sido observada
ser induzida pela presenga de amido ou maltose € parece ser
regulada por repressio catabolica (YABUKI ¢ al., 1977).

EHELLA & ATOSAAR (1987), mostravam em experimentos com #A.
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Jwamori, uma alfa amilase extracelular que ndo requer indu-
tor exdgeno. SituagfRo similar parece ocorrer nas linhagens
estudadas de M. anisopliae onde a atividade amilolitica tam-

bém prescinde de indutor para se manifestar.

4.6. ATIVIDADE LIFOLITICA DE #. anisopliar.

4.6.1i. Atividade Lipolitica em Extratos de Conidios em Dlife-
rentes Tempos de Germinagio.

A atividade lipolitica em extratos de conidios de
#. anisopliac(atividade intracelular), medida através da li-
beraglo de acidos graxos con?orme Itens 3.6.1 e 3.6.5, en-~
contra—-se na Tabela 24.

Através da andlise de variéncié dos dados obtidos
(Tabela 25), observou-se que ocorreuw uma variacfo significa-
tiva na quantidade de dcidos graxos liberados entre as i~

nhagens estudadas, o mesmo nAo ocovrendo entre os tempos de
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germinaglo cujos valores nHo diferivram significativamente
entre si.

No teste de Tukey (Tabela 26), pode-se observaf
que  nas linhagens E9 e BSA as quantidades de dcidaos graxos
liberados nfo diferem significativamente entvre si mas, na
linhagem Fegro, as quantidades observadas foram significa-
tivamente menores nas duas antuciores.

Existe atividade lipolitica intracelular antes da
germinacfo dos conidios(Tempo de germinacio de @ horas). Os
resultados demonstram também uma variacio na atividade lipo-
litica entre as linhagens, mas n&o ocorreuw em nenhuma das
linhagens variac8o na atividade durante o processo de germi-

nagio.

4.6.2. Atividade Lipolitica de Conidios em Difeventes Tempos
de Germinacio em FPresenca de Tween 20.
Na Tabela €7 encontram—-se os resultados em termos

da quantidade de acidos graxos liberados por conidios
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trés linhagens de #. anlsopliae em diferentes tempos de ger-
minacdo em presenca de Tween 20. Na andlise de varidn-
cia(Tabela 28), pode-se observar que houve diferenga signi-
ficativa ao nivel de S% de probabilidade entre as linhagens
€ também entre os tempos de germinacio, bem como houve inte-
racdo significativa entre tempos de germinac8o e linhagens.

Felo teste de Tukey (Tabela 2%9), observou-se que
o efeito médio da linhagem E9 nfo diferiu da linhagem Fegro,
mas diferiu da linhagem ESA. 0s maiores yalores obsevrvados
em termos de atividade lipolitica em presenca de substrato
ocorrevam no tempo de germinacgo de 24 horas, verificando-se
ainda, uma ligeira queda no tempo de 13 horas.

0 desdobramento do efeito "Tempo de Germinag&o"
com a Interacido "Tempo de Germinac8o X Linhagens”, mostrou
que o efeito do tempo de germinac¢lo foi significativo nas
linhagens E9? € Fegro, mas n3o fol significativo na linhagem

ESA(Tabela 3@).
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Tabela P4. Atividade lipolitica em extratos de conidios de
trés linhagens de /. anisoplias com diferentes
tempos de germinacio.

Linkhagens mM de acidos graxos
liberados/ug de peso seco de conidios
Tempos de germinacgio

0 7 i3 24
E? 0,081 0,063 0,085 0,072
@, 089 0,089 @, 061 0,073
0,085 0,072 0,072 0,068
Fegro 0,030 2,028 0,023 0,031
0,015 0,025 0,025 0,021
0,014 9,021 90,0314 0,023
RSA 9,097 0,065 0,062 0,063
@,063 @,072 0,073 @, 065
0,066 0,067 0,060 @,085

Tabela 25. Andlise de wvari8ncia dos dados obtidos sobre a
atividade lipolitica de extratos de conidios de
trés linhagens de M. anisoplias com diferentes
tempos de germinacio.

vaee 2ase mas whee Sowe peen +ees 20es Ten imve MAe Se0s Se0e FSh SHS Sees M G4ee $0ts Beee Seee Pees Tect TSE S04 SHet BESY Seee Geee Seer Gess SHes Sems BMS Peim Gmse Suse Sest Sene Awi wiw Geme Gebe ees Mo Goes Sees Sere See Seas Geee SeiS Se0e SMMe Miw weva Sare Seis Weme Weve

Causas de

Variagio GL SQ QM F
Linkagens 2 0,01947  ©0,009737  111,6049 xxx
tempo 3 0,000146 0,0000489 @,5607560N5
L XT & 0,0004407 0,0000734 ?,8418760NS
Tratamento 15 0,020062  ©0,00182387 £0,903939%%
Residuo 24 0,0020%94 9,00008725

Total 85 0, 02215656

* cignificativo ao nivel de 5% de probabilidade
NS n&o significativo ao nivel de 9% de probabilidade
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Tabela 26. Teste de Tukey dos dados obtidos sobre a ativida-
de lipolitica de extratos de conidios de trés
linhagens de M. anisopliae com difeventes tempos
de germina¢io.

s woan tnee oot e e Saas vees Sebe St Soee Sea Fess Gt Seds Aes Amde P S4rs SRG Smrd Foei Shea Sums EmS G4 Ahea Avee Sect Seer Shee eue Seet Sums ANa Sase Ames Sws Aes Sact Mbd hee 40T G488 4RI4 Seat Saie fud S Sebs S04 mame e Felt Seas Semm Aeat At sete wete

tempo lLinhagens/Tempo de germ.
Li~ Médias de Meédias
nha- asrm, Tempos de gevrm.
gens (hs) Médias
¢ 7 i3 24

wvoe wres Save et ovs ebe smad ases Sabs Aere e MeL mie Mas Mema Awes ass et 4004 aes Gmr 400t Abat Adee Tmes Smos GG Geh Anre £eet S0e dnbe Sast 4eer 44 Aesd Psb S4S4 SN FEms Sl WL SR BHA WAL vae S04 40a¢ B60s bt Sies SERS SeL G004 S04 Gete B4 Saen abe ma

E9 Q,0740a%x @& 0,0600a @,085a 0,075a @,072a 0,071ia
Fegro ©,023%b 7 0,0558a @,017c 0,0c4c 0,027c ©,025¢c

ESA @,0698a 13 0,0546a  ©,075b @,068b 0,065b ©0,074b

oot meme e mas oewe oese st ehee bees Seve wine Sves Sede Feel mine Sebe e Feut e asee Gave Pees See Seit st vy Sees Geve Saie seey hen Mebe et Sees wee ek MMfe Seiw Avew Gave Saws SAne S SweS S EUH SO Mmas See Atie Seee sems Seme Seid Aes amee Bees Sert eaes sree

IMS(S¥%) @,00951 @,e121 9,02103 0,2103 9,2103 @,2103
Cv=16,4998

¥ Médias seguidas pela mesma letra dentro de cada coluna nfo
sfo significativamente diferentes ao nivel de 5% de probabi-~
lidade.

Tabela 27 . aAtividade lipolitica em conidios de trés linha-
gens de M. anisoplias em diferentes tempos de
germinacio em MM contendo @,@iml/ml de Tween £0.

ettt e eae 4oer ey bee mee eves G eud weve mae Saue et bes Gabe ess wEed Se Gese Met GeSt Grte Geve Mmes Sebe beme bers Smes b e esh SNes Sme ek wn Fieg G b Mies MMl U e e MY SuAt Shes Vate SeSe S meed Sie Setd Sess $Ms aie vems bewe Seer

lLinhagens mM de dcidos graxos liberados

Tempos de germinaglo(horas)

@ 7 i3 24
E? Q,049 2,044 0,044 Q,047
0,047 0,047 0,045 0,048
0,047 ?,043 ¢,044 ©,04%9
Fegvo 9,047 @,048 9,045 9,845
Q,04646 9,049 @,042 @, 045
@,045 0,046 2,043 0,045
ESA ¢,044 0,043 @,044 @,046
0,044 9,044 9,043 0,045

s aoes mt s tmae Seve et g aces Sl e bee e Tes St Ghe Sehe Sesn Pa) MNE SN Sews faed WEes mee St Peer Sms mae Sart Fher ame mase Geyt Pt Giee Sace Gatn Ve bese G s AMbt U 4Y At et St Mies wte Apas Swfn s Same ame bt fred Shby mi Gmat
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Tabela 28. Analise de variancia dos dados obtidos sobre a
atividade lipolitica em conidios de tvés linha-
gens de M. anrsopliae com diferentes tempos de

germinaciao em MM contendo @Piml/ml de Tween 20.

Causas de

Variacio GL 1e] QN F
Linhagens 2 9,0000185 0,00000925 4,44 x
Tempos 3 Q,0000RP63 Q,00000877 4,241 %
Linhagem X

Tempos é 0,000040P14 9,00000702 3,37 %
Tratamentos i1 @,0000870 3,79 %
Residuo 24 Q,0000500

Total 35

#¥significativo ao nivel de 5% de probabilidade

Tabela 29. Teste de Tukey sobre os dados obtidos sobre a
atividade lipolitica em conidios de trés linha-
gens de . anisoplias, com diferentes tempos de

germina¢lo em MM contendo @0i ml/ml de Tween 26.

oae e oove Semt cuoe e Shee sas Sace sees Shme ses Giee Gres Sens Gers Sees S4ee Aree Sees Suns Sees Sws B9t Seve Smvt Seas Eese et Shes St Sess Gwie Sess Fme Seet SeSe bem S4%E Se Sret Sty G S5 bmse St Sme Tee Sese S Sabe Sime Fabu ece whm beve Siee seer Sied mmer

Li~- Médias tempo de lédias Tempo de germ./linhagens
nha- germ. Linhagens
geENSs (hs) Meédias
ES Fegro EBSA

E9 0.04633a¥ ¢ ©@,04566a @.047a Q,046a Q,043=a
Fegro 0, 24558ab 7 @,04577ab Q,044hb 0,047 a @, 04%5ab
BESaA @,04458b i3 0,0441i1iab 9,045b ©,043c @,044bc

24 ©@,044644hb @,048a ¢,045h Q,046¢C
IMS(5%)@,00147¢ ©,001i876 @,00325 ¢,00325 0,003P5
Cv= 3,17

¥ Médias seguidas pela mesma letra dentvo de cada coluna,
nio sdo0 significativamente diferentes ao nivel de 5% de pro-
babilidade i
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0s resultados indicam que as enzimas lipoliticas
est&o presentes na superficie dos conidios n%o germina-
dos(tempo de germinacio @ horas) das trés linhagens estuda~.
das. A atividade lipolitica extracelular em presenca de
substrato em média € mais baixa do que a que ocorre intrace-
lularmente, e apresentou varia¢Oes dependentes da linhagem

durante o processo de germinacio.

4.6.3. Atividade Lipolitica de Conidios em Auséncia de Tween
2@ .

0s resultados da quantidade de dcidos graxos li-
berados por conidios das tvés linhagens de . anisvoplias
apos 24 horas de incuba¢fo em MM em auséncia de Tween 20 ob-
tida conforme os Itens 3.6.3. € 3.6.5. encontram-se na Ta-
bela 3i,e demonstram que,ha atividade lipolitica extracelu-
lar mesmo na auséncia do substvato. A analise de wvarifncia

dos dados obtidos (Tabela 32) demonstrou que nio houve
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variaclo significativa ao nivel de 5% de probabilidade em
térmos de dcidos graxos libevados pelas trés linhagens estu-
dadas 0s niveis de atividade lipolitica extracelular em aum‘
séncia de substrato foram menores que os nivelis intracelula-

res e extracelulares em presenca de substrato.

4. 7. ATIVIDADE QUITINOLITICA DE #&. anisoplias.

A curva de calibrag8o da medida de N-acetilglico-
samina, obtida através do método de Reissig &f al.(1959),

conforme Item 3.6.6. encontra-se na Tabela 33.

4.7 4. Atividade Quitinolitica em Extratos de Conidios com

Niferentes Tempos de Germinac¢io

As quantidades de N-acetilglicosamina 1liberados
pelos extratos de conidios (atividade intracelular) das trés

linhagens de #. anisopliae em diferentes tempos de germina-
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Tabela 30. Desdobramento do efeito "Tempo de germinagio” com

a interacfo "Tempo de germinaglo x linhagem” em
térmos de atividade lipolitica em conidios de
trés linhagens de #. anisopliae com diferentes
tempos de germinagio em MM contendo 9iml/ml de
Tween 29.

Causas de GL. 5Q Q4 F

variacio

Tempo de germ./

linhagem E9 3 0,0000273 Q,00000911 4,37%
Tempo de germ./

linkagem Fegro 3 0,0000889 Q,00000963 4, 462%
Tempo de germ./

linhagem BSA 3 9,0000122 ©,00000408 i,P6NS
Residuo 24 ¢,0000500 Q,00000208

*significativo ao nivei de 5% de probabilidade
NS nHo significativo «o nivel de 9% de probabilidade

‘Tabela 341. Atividade lipolitica de conidios de trés linha~-
gens de M. anisoplias apods 24 horas de incubagio
em MM na auséncia de Tween 20

waee oves soem 40es Goes sems wors Sese Sve Sere G0e sbve SEes bev 4wt $004 G004 Shae buie Swes S4ee Saim Shew Sss $644 4ese AGes Saee Secs S40e CESe Gem Seas SPes SO Meid are Mias S4et Suse Sese sete Siee Sem Gess beve mese Seim Seus Sew Srie SN Seve Geem Gess NeS4 Bems Ve buem Seer

l.inhagens mM de dcidos araxos liberados/
peso seco de conidios
Repeti¢des Medias
E9 ¢,0351 @,038 2,032 2,035
Fegro 9,036 9,085 @,032 2,031
ESA 0,027 9,029 2,034 Q0,030

i Média de trés repetigbes
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Tabela 32. Andlise de varifncia dos dados obtidos sobre a
atividade lipolitica de conidios de tvrés linha-
gens de M. anisoplias com 24 de incubacBo em MM
em auséncia de Tween £29.

Sare s eees eres Goes bee Sems womi S04 S04S Sea 404 eve Sebe Gmie PAaS Sead mdae bemt Nabe Sams ESer Abee UM AuEC Aewe Feel b avie Sart Fiae Sieq S004 GAe Soed See WSS s Seet Sued Pt B4 Sike Sk Seai vesr it deit Aete Sk Bs Sad St SaL SeEe et Sam Sees Sess

Causas de GL =Y ¢] QM F
variacio

Tratamentaos e 0,000042 ©,000024 i,188NS
Residuo é 0,000106 ©,000017

total 8 0,000044

NS nfo significativo ao nivel de 5% de probabilidade

Tabela 33. Curva de calibracio da medida de N~acetilglicosa-
mina obtida pelo método de Reissig &f al.(1955).

01 amee v Gre Saae vas sdee outs Sest Sueb Gie Sede Ser Sman sy Sq Seie Sebe Tege smes Abee Gves Sse Mees Peve Abse Svod Swle Seve Jees Ses SYSY ML Fesh vEe) Sen FUIe Gese sh Tty Gu SeM Sve Gees Bain Ss Swot S Weas Seen St Sure Secs Sees mee Seme Sure Seus Asve aree

mM de
N-acetilglicosamina Absorbancia
"""""""""" e,025  e.3e7se 1
Q0,050 | @,8557e7
0,100 0,51570@
0,200 @,93%95302
0,300 1,0e0000

1 Média de trés repetigdes
Coeficiente de correlagio da curva=s 0,99
Equa¢gi8o da reta de regressfo 4= -0,05858416 + 0,216363x%
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¢do obtidas conforme os Itens 3.6.1. € 3.6.6. encontram—-se
na Tabela 34.

A andalise de varidncia(Tabela 35), demonstrod
que houve diferencas significativas ao nivel de 5% de proba~
bilidade, entre os valores das linhagens, entre os tempos de
germinag@o. Houve também intervac8o significativa entre 1i-
nhagens e tempos de germinagio, o que indica que o efeito
dos tempos de germinacfo varia com a linhagem envolvida.

No teste de Tukey (Tabela 36), pode-se verificar
que o efeito médio das linhagens E9 € Fegro ndo diferiram
significativamente entre si, enquanto o efeito médio da li-
nhagem ESA foi significativamente menor que o das anterio-
res. HNEo houve diferenga significafiva entre os efeitos mé-
dios dos tempos de germinacfo ¢ e 7 horas, mas houve dife-
renga entre os tempos de 13 e 24 horas. Houve um decvréscimo
na quantidade de N-acetilglicosamina liberada com o aumento

do tempo de germinacio.
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Tabela 34. Atividade quitinolitica em extratos de conidios
de trés linhagens de #. anisopliae apds diferen-
tes tempos de germinagio.

ame mme e mtme mne Sius bmse betw Sese Tivs P04 heve Sevh mims tire Sees Tir FISS Sess Trhs meee Shbe ees Bebs Smwe bend Seee Sms Sees Seme Smve TS Geme Sees Sme Guer Tw S e sems Mare m Gest (mee Srev Sate Sen Sete S20s bems Seee Saws Fecs beve Sive Sabe sese Fees ess FUFS

mH de N-arcetilglicosamina

l.Linhagens liberados
Tempos de Germinagio
& 7 i3 24
ES Q,0563 . Q,0273 @, 0226 Q,0245
0,0478 90,0303 0,00269 0,0238
Q,0389 Q,0298 0,0051 Q,0P36
Fegro 9,06323 o,03414 93,0293 0,0106
Q,0331 @,0357 @,0242 0,0143
Q,0896 0,0359 90,0231 Q,011i0
BSa 0;0195 Q,0202 Q,0195 Q,0098
@,0214 @,%210 90,0201 ©,0140
90,0218 @,021L5 Q,0213 Q,0417
Tabela 35. Andlise de vari@ncia dos dados obtidos sobre a
atividade gquitinolitica em extratos de conidios

de trés linhagens de #. anisvoplias com diferentes
tempos de germinagio.

cote msn aane sems oms sres Sere Suse Swes wems evs Sima Gmm Svwe Gves Siee Sue Sees MSH mmee Se4s eee SeEs iy et Abee Sap Smee Geee miwe Fo0e Gbms SIS mme S4d Save Sous T cver MM mee MG Mo Goee Sww Gteu Shbv Aivw See S0t Sree S04 Bees Seve e S Srv Sems Swee Sbde

Causas de

Variagio GL 5Q QM F
Linhagens c Q,0008287 Q,000414 21,5647 =
Tempos de

Germinaclo 3 0,0017208 9,000573  P£9,8500 x
Linhagem X

Tempo Germ. é 0,0010015 0,000167 8,6848 x
Tratamentos i1 @,0035500 0,0003P2 16,8000 x
Residuo 24 0,0046110 ?,000019

Total 35 ©,0040120

¥significativo ao nivel de 5% de probabilidade
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U0 desdobramento do efeito "Tempo de Germinagio”
com a interaglo “Tempo de Germina¢cio X Linhagem” (Tabela 37)
mostrou que houve diferen¢ca significativa entre os tempos de
germina¢cio para todas as linhagens, sendo este efeito mais
intenso nas linhagens E9? & Fegro.

Como se pode observar existe atividade quitinoli-
tica intracelular nos conidios ude & anisoplias mesmo antes
da germinacfo(tempo de gevrminacio 0 horas) g, 05 niveis des~-
tas enzimas variam durante o processo de germinacio depen-—

dendo da linhagem envolvida.

4.7.2. Atividade Quitinolitica em conidios de #. anisopliac
em presenga de quitina.
0s resultados observados em termos de quantidade
de N-acetilglicosamina liberados por conidios de trés linha-
agem de M. anisopliae, em diferentes tempos de germinaglo em
presenga de quitina, obtidos conforme Itens 3.6.2. € 3.6.6.,

encontram—-se na Tabela 38.
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Tabela 34. Teste de Tukey sobre os dados obtidos sobre a
atividade quitinolitica em extratos de conidios
de trés linhagens de #. anisoplriae com diferentes
tempos de germinaglo.

l.inha- Tempos Tempos de gevrm./Linhagens

gens de Linhagens

Médias Germ. Médias Médias
(He ) E? Fearo ESaA

E9Q G,02974a% 0 0,033414a 9,047 6a %,031i5a Q,020%a

Fegro @,02585a 7 ©,0PB42a Q,0291b ¢,035Pab 0,0P0%9a

BSaA 9,0581i9b 13 0,02134b 9,04i82bc 0,0255%ab @,0203a

P24 0,015P0cC Q,023%c 2,0233b Q,0406a

IMS(5%)0, 00447 Q,005698 @,00987 0,00987 Q,00987

Cv= 17,82

37

*x Médias seguidas pela mesma letra dentvo de cada coluna nfo
s%0 significativamente diferentes ao nivel de 5% de probabi-

lidade.

Tabela 37

Desdobramento do efeito principal "Tempo de Ger-
minagio"” com a interacio "Tempo de Germinag&o X
Linhagens’” em termos de atividade quitinolitica
em extratos de conidios de trés linhagens de #
anisopliac com diferentes tempos de germinacio.

e e 020 +o0a Sem 4w Se4 Sase Gece Sems Sese Fees T e 4oms Swe T Gees ee Gers Sees YPes FUAY SSb8 SURS Bk Seed Safe Geve Svet Geek G4MC ONS G4 SOl Seas Sies SMeT FYES FE0F BMAE Snh GEeu GiSe Sece Gese THSE S ere OSS Feve Seee Gees Sest Tke AMMS Geet Se0s deae Gses

Causas de
Variac¢fo

Tempo de
Linhagem

Tempo de
Linhagem

Tempo de
Linhagem

Ge
Fe

Ge
ES

GL 8Q QM F

rm./
3 Q,001464 0,000488¢ . 25,407 %%

rm. ./
gro 3 ©,001030 9,0003434 17,875 %x*%
rm./
a 3 0,000227 Q,0000757 3,941 =

24

Residuo

#significative ao nivel de 5% de probabilidade



iie

A andlise de variadncia (Tabela 39), demonstrou
que houve diferencas altamente significativas ao nivel de 5%
de probabilidade, entre as linhagens € entre os tempos dé
germinac&o. Também foi significatica a interaclo tempo de
germinagiao X linhagem.

0 teste de Tukey (Tabela 40), demonstrou que =&
linhagem E? apresentou valores significativamente maiores
que as linhagens FPegro e EBSA, as quais nido diferiram entre
si. A atividade enzimdatica no tempo de germinacfo de 24 ho-
ras apresentou também valores significativamente menores que
os tempos de 7 e i3 horas.

No desdobramento do efeito “"Tempo de Gevrminacio"”
com a Interagio "Tempo de Germinaglio X Linhagens” observou-
se que o0 tempo de germinagfo influiu significativamente nas
linhagens Fegro e BSA mas nio na linhagem E9(Tabela 441). Nio
foi detectada atividade quitinolitica extracelular na super-
ficie dos conidios nfo germinados (tempo de germinaglo de @

horas). A atividade quitinolitica extracelular em presenga



Tahela 38. Atividade
nhagens de #f.

quitinolitica em conidins de trés
anisopliase com diferentes tempos de
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li-

gevrminacio em MM contendo 1Smg/ml de quitina.

4990 5405 410s T4ss Gste Gse Sevm sees w40s B2ee Sre 8400 Se0e G0es ees Bimr SMMs URS Uore hew Sour Sies Mew Byms beme Seeh Seme FReD sies S3es Sres Suts Suee Tees cbas SEey DA S4ee S00e $AIY Ders GB4F SANY GHI G404 PIMS BEeE S30s $0er Sotm Seim bebt best smsk SEes mime Beme Seme Seve fors

uM de N~ acetilglicosamina
libevados

Linhagens

7

Tempos de germinaclo

13

ovs soas wsns sres mite Sue Meut €04 bhae S0eS mbe are bers SONL Aeas hbe WSS 4t PAGe Giad Fmes Shes Sese G400 Guse bers Ses Weas bees mses Seme Sese S0t Meb Pime Mhe e G4 St Sart Paws Phes BH SHN Sube S000 bett Sons Some eite melt Seie buce SHed SaM Sre Sess Swsd e weny

Fearo

ESA

90,0401
0,0387
@,0303

o,e252
@,0254
00,0248

90,0254
0,0246
@,0234

09,0374

09,0254
0,e252
0,0249

90,0244
0,e257
90,0250

0,0398
90,0389
90,0418

90,0163
¢,01i54
9,01514

@,0152
92,0156
90,0148

e awee v et s cems Saoe eweu sees Smiw Fres Ter GAGu Se SiTY BHe Mt dabs Thee GMa Gami GO Bt FA Gner SMMA SIHA Sem Ge4s ey SeNE A Sees A UL SSAE SR M4 TS G TG Svee dnie 4Lt SeeA SIS TG eL Seit et Seam At Mae Tee S San i Head Ao et

Tabela 39.

Analise de varifncia da atividade
em conidios de trés linhagens de

com diferentes

tendo 1iSmg/ml de quitina.

quitinolitica
. anisopliae

tempos de germinacio em MM

con-

S et e S et e et o Vebe S S oA et Ve FEw 4e Mems Tese Tein Yol 44b Seee Saen Aeew Sy Sbee Fusb PSS SRS Sree Shes Sure Sem St Pesb GWe SeN Ae mrew 4350 Sere Sbee Sesk Vim e Febe W Mut fees ass Shes Seem Bem bese Sees seay bims Seve mas Ses

Causas de
varia¢gao

SN Tone Gk Gant e wae St S e Mo FR Gher et MBS Suse SetS Feis Ghuy S0y Bse Tash Surd Sese Sues Mibe Grbe Ters Foss Begs Seut eas Wies Sves Pume Sede eye Aees CPSS Shms Sia Gume Suse Sevt Meeb Gner Gses Se Gwie Sere Seve Sess sess hiee somy Sare Miee fewe vase sses avis

194,57 %%

linhagens

Tempos de
Germinagio

LinhagensX

Tempo de germ. 4

e She bean Ge Serm Smes cest Guie Sver S4me Sese Aeem Sse Smd Sume Mrin S4ne ke Seas G4uh ive aids S bes ive st pear Sbwe boew Sees BoNe bert Sese FOS) VARS WSmy Suwe Sobe Gede besk Heuk Sewy Bien Srew FeRe Mo Mest Seat Seee Satm Sowe Sk Seew Sess s ohmy Svet Eore bea At

Tratamentos

Residuo

0,00161714

0,000184670

0,000215460

¢, 00202042
0,000607480

0,0008e85

0,0000938

@,00002%2
¢,0000041

e, H8*

it et e e mme eoe seem ey Seek Mees B4 Gere G40t Mave Maas Yees wams e PAes See Mvt Saed Giar Bme bes beke Sem beim ead Seas Abve Sems eebe e Se Seh SOLt Gy Sbe ASMs Sebt Gire et eed e e SRR Mt we et Teer hee Srie beie S Seen meet e e e

total

26

@,00209522

¥significativo ao nivel de 5% de probabilidade
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de quitina variou com a linhagem envolvida.

4.7.3. Atividade Quitinolitica de Conidios de #. anisopliae

em Auséncia de Quitina.

Na Tabela 42 encontram-se os resultados em termos

de liberacfo de N-acetilglicosamina por conidios das trés

linhagens de #. anisoplias, incubados por 24 horas em ausén-

cia de quitina conforme Itens 3.6.3. € 3.6.6..

A andalise de varifincia (Tabela 43), demonstrou

que houve diferengcas significativas entre as linhagens. As

linkagens Fegro £ BSA nfo apresentaram valdres significati-

vamente diferentes entre si mas a linhagem E? apresentou va-

lores significativamente maiores que os das as anteriormente

citadas

0s resultados indicam que ha atividade quitinoli-—

tica em auséncia de substrato.
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Tabela 40. Teste de Tukey dos dados obtidos sobre a ativida-
de quitinolitica em conidios de tvré&s linhagens de
#. anisoplias com diferentes tempos de germinagio
em MM contendo 1Sma/ml de quitina.

ree So0s eae Gome Smae Teve Seen Gam Seew Shew beum S S6n Gheu 4400 Suim G2 Pase Seeu GPN Bece Sew SFUE Sace S90s nees Gmee Pite Pess Sses Shes Seee Sose Saen Shee Dess Sevs Seee Sben $en Gemim Sear Seew Sest Sewe PR Seap Seee biss Sbwe Sas vees Sees Seer S4as Seee ber Seem Smee $ene

L.i- Médias Tempo de Médias Tempo de germ./Linhagens
nha- germ. Linhagens
gens (hg) Médias

E? Fegro ESA

E? 0,038277ax 7 0,028877=a ©,0363a ©0,0254ia 0,0251i=a

Fegro @,021933b 13 0,029500a 0,0383a 0,0251ia 0,0250a

ESA 0,021788b 24 0,e2362eb 0,040ia ©0,01i55b 0,0152b
IMS(S%)0,00245 0,002453 0,00424 ©0,00424 ©,00424
Cv= 7,45 ’

#Medias seguidas pela mesma letra dentro de cada coluna nio
sio significativamente diferentes ao nivel de 5% de probabi-
lidade.

Tabela 44i. Desdobramento do efeito "Tempo de germinaclo’” com
a interacio "tempo de germinacio x Linhagens"” em
térmaos de atividade quitinolitica em conidios de
trés linhagens de /. anisopliae com diferentes

tempos de germinagio em MM contendo 1iSmg/ml de
quitina.
Causas de GL S¢G QM F

variacio
Tempo de germ./
linhagem E9 2 Q,00002166 0,0000108 . 2,60NS

Tempo de germ./
linkagem Fegro e 9,0001862 Q,0000931 22,40%%

Tempo de germ./

linhaaem ESA 2 9,0001953 Q,000097468 £23,50%%
#significativo ao nivel de 5% de probabilidade

NS nRo significativo ao nivel de 5% de probabilidade.
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Tabela 42. Atividade quitinolitica de conidios de trés 1i-
nhagens de #. anisopliae apds 24 horas de incuba-
¢50 em MM em auséncia de quitina.

l.inhagens uM de N- acetilglicosamina libervados/
pesg seco de conidios
Repetigies Médias
E9 09,0445 ®,0444 90,0448 2,0426
Fegro @,0162 G,04463 Q,0160 Q,0162
KSA Q,0164 90,0168 0,0166 0,0566
Tabela 43. Andlise de varifincia dos dados obtidos sobre

a atividade quitinolitica de conidios de trés li-
nhagens de #. anisoplias apds 24 horas de incuba-
c30 em MM em auséncia de quitina.

Causas de GL SQ 6] y] F

variagio

l-inhagens 2 Q,001268 Q,0006343 CAT7566,36%x%
blocos 2 0,0000000688 9,0000000344 0, 09NS
Residuo 4 ¢,000000144 Q,0000000361

Total 8 @,0012468

Cv= ©,76

% giagnificativo ao nivel de 5% de probabilidade.

NS nfo significativo ao nivel de 5% de probabilidade
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4.8. BIDENSAIO

Na Tabela 4% encontram-se os resultados em por~.
centagem de mortalidade acumulada de ninfas de R, prolixus
apods 5 dias da expoiigio a diferentes concentragbes de coni~
dios de cada umé das quatro 1§nhagens de . aarsopliae en-
saiadas conforme Item 3.2. As porcentagens de moartalidade
acumulada de ninfas de R. prolixus em diferentes dias apds a
rexposi¢io a uma concentracio de 30xie? conidios/ml das li-
nhagens E%, Fegro, BSA e Vi4 de #. anisoplias encontram—-se

na Tabela 45.

4.8.14. REISOLAMENTO DAS LINHAGENS DE &. anisoplias A& FARTIR
DE NINFAS MORTAS
As ninfas\mortas durante o bioensaio foram trata-
das conforme o Item 3.3.4 do Material e Métodos para verifi-
car se a morte foi causada pela exposi¢io aos conidios do

fungo. e todos os insetos mortos durante o bioensaio foram
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Tabela 44. FPorcentagem de mortalidade acumulada de ninfas de
R. prolixus apos § dias da exposi¢io as linhagens
E?, Fearo, BSA e Vid4 de #. anisoplias.

2498 400% 4o%e Sous Sose Sesn Sen Ses seem Sres Bees bede 240s bas biee oes bee bece pein Sems Seet Bese ot Sers see Sere Sesm Sewm Seve Sewm Sbes Ssex Bevs Sesn Seby Bush Gebe free semt e Pere Sree Feve Seum Sere S4as Seas Sees $040 $00e Brie dms Sort Sove Sese $04 2600 brse Soee Seee

Linkagens Concentra¢io de Forcentagem de
conidios mortalidade
acumulada

E9 35 )
35 xiet ié
35 xi04 44
35 xied 94
Fegro 32 @
32 xiot ig
32 xie? o 36
32 xi06 op
ESA 32 )
32 xief 8
32 xied 3e
32 xieb 88
vi4 34 ' @
31 xiec 8
31 xie4 36
31 xi0ébé _ 88
Tabela 45. Forcentagem de mortalidade acumulada g R.

erolixus em diferentes dias apds a exposigio a
uma concentracio de 30 x104 conidios/ml das 1i-
nhagens E?, Fegro, RSA € Vi4 de #. anrisopliac.

Linhagens

DNias E? Fegro RSA Vi4
4 36 8 0 4

S 44 ié 8 4

é 72 3e i2 i2
7 26 36 20 i2
8 i00 44 28 ie
e i0@ 64 28 24
10 ioo 64 28 28
i1 100 &4 44 28
ie i00 64 56 28

reisoladas as linhagens em estudo, confirmando assim a agio
do fungo.
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4.8.2 VIRULENCIA DAS LINHAGENS

O resultados dos bioensaios foram expressos sob
a forma de Concentraclo letal S0L.C50) e Tempo letal

SO(L.TSe) contforme Item 3.3.5..

4.8.2.14 CONCENT&QCEO LETAL 3% (LC3e)

A medida da viruléncia dos isolados foi expressa
sob a forma de LCSO, que é a concentacHo de conidios neces-
saria para mataf 50% da populag®o de insetos num dado tempo.

0s resultados de LCS50® encontram-se na Tabela 46,
baseados na mortalidade acumulada de ninfas de R. prolfixus
apos 5 dias da exposicio a diferentes concentracdes de co-
nidios conforme Tabela 446. Observa-se que a linhagem E9 foi
a que apresentou menor valor de LCS5@ seguida pelas linhagens

Fegro, Vi4 e ESA.

4.8.2.2. TEMFO LETAL (LT5@)
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0 tempo letal 50X expresso em numero de dias ne~
cessarios para que uma dada concentraclo de conidios de #.
anisopliae provoque 50% de mortalidade na populacio de k.
erolixus encontra-se na Tabela 47. 0Os resultados foram cal-
culados com basze na mortalidade acumulada de ninfas de &.
prolisus apds diferentes dias de exposi¢io a uma dose de 30x
164 conidios/ml de cada uma das linhagens de #. anisoplias.
A linhagem E? também apresentou menor valor no que se refere

By

A LTS50, seguida pelas linhagens Fegro,Vi4 e ESA.

4.8.2.3. HIPOTESE DE FPARALELISHO

Foi verificado o paralelismo das retas de regres-
s¥o, utilizando o teste de x® para as linhagens de #.
anisorlias em relaglo aos LC5¢ observados no 59 dia apds a
exposi¢io a diferentes concentragdes de conidios e estio re-
presentados na Tabela 48.

Observa-se que os valores de % C das linhagens
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Tabela 44. Concentracio Letal 50% e intervalos de confian-
¢a(IC) das linhagens E?, Pegro, ESA e Vi4 de #.
anisoplias expresssos em 162 conidios/ml.

lLinhagens LLCSe IC

inferior superior
E9 22,5165 0,7772 8,1430
Fegro 4,9329 i,4727 16,5238
ESA 88,9608 2,7274 29,4408
Vi4 7.,2872 09,0223 23,7643

ante o et atte bmee Sass bese $004 Sery S00¢ GHaa GAde dmen N Mbet wde Mows boue 0S4 SO0e G060 SYA S0es 200 G004 GV0s Sese Smes Sees Sree Sede Sets Geed FYSS SEes SNes Bese Sasd Sees beem Ge0s Face Bed SH0O 4SS Seve BGSS BOse Fem Ges Gems Rese Bees Sem Sewe Seet Ges hee Sewe Geee

TABELA 47 . Tempo letal 50¥% (LTS50) ¢ Intervalos de Confianga
(iIC) das linhagens E9, Fegro, ESA e Vi4 de #.
aniscpliaes.

Linhagens LTS50(dias) IC

inferior superior
ES 4,9 3,9 6,0
Fegro 8,8 7,4 10,6
ESaA i4,3 ig, e 15,9

Vi4 i2,7 11,14 14,5
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E?, BSA e Vid4 nio s80 significativos ao nivel de 5% de pro-
babilidade, n&o diferindo significativamente no valor angu-
lar na equa¢io da reta de regressio € que a distribuigio das‘
respostas  aderem & reta de regressio em concordincia entre

as curvas calculadas © observadas.

4.8.2.4. POTENCIA RELATIVA

Como a hipotese de paralelismo foi confirmada,
pode~se calcular a Poténcia relativa (R) para as linhagens
estudadas com relagfo aos LLCS@ (Tabela 49).

A linhagem E9 foi tomada como padrido € nenhuma
das linhagens apresentou sobreposicfo de Intervalos de Con-
fian¢ga com a linhagem padr3o. As linhagens Fegro, BSA e Vi4
apresentaram Intervalos de Confian¢a que se sobrepdem (Figu-

ra 6).
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Tabela 48. Teste de xe para comparagio dos LtS5@ das linha-
gens E9, Fegro, BSA e Vi4 de #. anrisopliars.

S 0000 Sese Saee S0ns Sote Saee cdse Sese S48 Geey Srew S4se Gess ite 040 Soms Seds bage Soes See Pous Bowr Sore Feee Seet Sees Ser Sers Sers et Sess Sase PIS bme $5es PESH Smmm Sew FOI mies AESS SHA Sese Pree Sis Teat Pees Seme Gem Gov Seve bese Soam S4es vese Soes deew Save Peee

Contrastes GL x& Significiancia
Ajuste E9 g e,eR17 NS
Ajuste Fegro 2 11,7754 NS
AjJuste BRSA e 11,5137 NS
AjJuste Vi4 2 09,4286 NS

Total conjunto 8 55,9394 NS
Faralelismo 3 Q,0235 NS

Total i1 95,9629

NS NXo significativo ao nivel de 5% de probabilidade
*% gignificativo ao nivel de S% de probabilidade

Tabela 49. Foténcia relativa(R) e seus intervalos de con-
fianga(IC) para os LCS® das linhagens E$, Fegro e
Vid4 de M. anisopliae com relaglo a linhagem E9.

boam oone Gume sose Sees Sms soum Seve Sabe Siss Sees S0ss Seus 0as et Sess Geee $000 Sery G40 vt Geee S04a PSS 0se PONS Seve Ghee S5es S0ee Sems Sebn T4 Sew Sede Sem Get ESH $00s bive Sid G508 414 Seve B400 Sees Ve Fomm Sove uss e Seww Som Seur Seae Seew P4 Soss Smas Febe

Linhagens R Ic

inferior superior
Fegro Q0,50 o, ere ¢,78
ESaA 0,27 0,01 9,53
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Figura 4. Intervalos de confian¢a da Fot@ncia relativa das
linhagens E9(1), Fegro(2), EBSA(3) e Vi4(4) de .
anisopliae.



4.9, VIRULENCIA E ATIVIDADRE ENZIMATICA EM CONIDIOS DE .

Karisoplias

Existe uma extensa discuss8o na literatura sobre
o relacionamento entve produclo de enzimas degradadovas da
cuticul# e viruléncia o em fungos entomopatogénicos
(SAMSINAKOVA & MISIKOVA, 1973; GRULA =f 271.,1978; AL-AIDROOS
& SEIFERT,198¢; RORERTS & AL-AIDRO0OS, 1985;8ILVA & MESSIAS,
i986; SAMUELS ef al.,1i98% e ST LEGER =€ af., 198%9)). RIRA
¢ al. (1985), sugerem que a viruléncia em fungos entomopato-
aénicos € provavelmente a intevracio da manifesta¢fo de mui-~
tos genes. A maioria dos trabalhos relaciona variagdes na
quantidade de enzimas produzidas ou mesmo presenga ou ausén-
cia de produclo destas enzimas com viruléncia.

Mais um aspecto a ser considerado em relagdo &
estas enzimas pode ser ndo s6 a gquantidade produzida mas
tambeém a conjugag¢io desta quantidade com o momento de produ-

¢30 quando se pensa em vivuléncia.
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Apos a deposicio do conidio sobre a cuticula do
inseto, deve haver um momento especifico nos estdagios ini-
ciais da germinacio, em que estas enzimas serio produzidaé e
atuarfo na degrada¢io da cuticula para a penetracfio. Desta
maneira, o comportamento de uma linhagem em tevrmos de varia-
¢o0es na atividade das enzymas envolvidas no proce;so de pe-
netracio ao longo do periodo de germinagcio dos conidios pode
ser tambeém um aspecto importante ligado & viruléncia.

A  linhagem E?, neste trabalho foi a mais viru-
lenta em térmos de mortalidade de ninfas de R. prolixus, se-
guida pelas linhagens Fegro, Vi4 ¢ BSA (Tabela 49). 0 com-
portamento das linhagens E?, Fegro € ESA apresentou varia-
¢cOes durante o processo de germinacHo com relacio as ativi-
dades amilolitica, lipolitica e quitinolitica.

Verificou-se que aparentemente ha atividade lipo-
litica na superficie de conidios n3o germinados mas, ativi-

dades amilolitica e quitinolitica nio foram detectadas nes-—

ta mesma condi¢glo. SAMSINAKOVA e aZ.(i9741), utilizaram



misturas de enzimas comevciais lipases, proteases € quitina-
ses € filtrados de cultura de £. Hassiana sobre cuticulas de
G. mellonslla e observaram que lipases e proteases atacaram
a cuticula antes das quitinases. A epicuticula, primeira ca-
mada da cuticula, é constituida de lipideos e proteinas,
Justificando a presen¢ga de gtividade lipolitica detectada n=a
superficie dos conidios.

Em térmos de atividade amilolitica extracelular
em presenga de substrato verificou-se que a linhagem BSA
exibiu altos Indices em todos os tempos de germinacio, apre-
sentando entretanto menor viruléncia que as linhagens E9 e
Fegro, © que pode indicar que alta atividade amilolitica
nesta fase ndo estd relacionada com viruléncia.

Quanto a atividade quitinolitica extracelular em
presenga de substrato pode-se salientar que, enquanto as li-
nhagens Fegro e BSA apresentam queda ae atividade entre os
tempos de incubacfo de i3 e 24 hovras horvras, a linhagem E9

apresenta um aumento de atividade neste mesmo periodo. A
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quitina ¢é componente da procuticula , segunda camada da cu-
ticula, e, deve ser degradada mais tardiamente no processo
de penetracio fato que, talvez ofere¢a alguma vantagem & li-

nhagem E9.
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5. CONCLUSGES:

a) A seleclo de conidios precocemente germinados deslocou o
tempo de germinacio minimo (tempo em que 85% dos conidios
estdo germinados) da linhagem E9 de #. anisopliae de 12 ho—

ras para ii horas de incuba¢fo em HMeio minimo.

b) O conteudo de proteina total dos conidios das linhagens
E? Fegro e RBSA de &, anisveliae sofre um aumento com o au-
mento do tempo de incubacfo. 0 inicio da sintese de protei-
nas ocorre em tempos diferentes: na linhagem E?, entvre 0 e 7
horas de incubagc®o e, nas linhagens Fegro e ESA, entre 7 e
i3 horas. Aparentemente nfo ocorre éintese de novos tipos de
proteiinas, apenas dos tipos ja presentes antes da germina-

¢do.

c) Existe uma wvariabilidade nas linhagens de #. anisopliare

quanto aos niveis intra e extracelulares de atividade ami-
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lolitica, lipolitica e quitinolitica em conidios,e também um
comportamento diferente destas atividades durante o processo

de gevminaclio entre as linhagens.

d) Entve as linhagens E9, Fegro, ESA ¢ Vi4, {foi obsevvado
que a linhagew E9? & a mais potente para matar ninfas de R.

arolixus, seauida pelas linhagens FPegra, Vid4 e ESA.
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6. RESUMO

Foi estudada neste trabalho a variacio em alguns
aspectos da germinacio de conidios de linhagens de #. aniso-
prliae var anisvopliag.

Verificou-se que © tempo de germinaclo minimo
(TGM), definido como o tempo em que 85% dos conidios estio
germinados, para a linhagem E? em meio minimo foi de 12 ho-
ras de incuba¢Bo. Sele¢les sucessivas de conidios precbce~
mente germinados, deslocaram o TGHM para 1i horas de incuba-~
¢80 no quarto selecionamento.

Foi analisado o conteudo de proteiina total das
linhagens E?, Fegro e BSA de #&. anisopliae através do metodo
de RBRADFORLD (1976), modificado, e verificou-se que ha varia-
¢bes entre as linhagens. Observou-se que ocorre, em geral,
um aumento no conteudo de proteina total com o aumento do -
tempo de germinaclo, € que, o inicio da sintese de proteinas

foi diferente nas linhagens estudadas. A linhagem E? iniciou



a sintese de proteina entre os tempos de germinacio de @ e 7
horas e as linhagens Fegro € BSA entre 7 e 13 horas.

As atividades amilolitica, lipolitica e quitinoli-
tica foram analisadas nos conidios das trés linhagens de #.
anisoplias, quanto aos niveis intracelulares, extracelulares
em presenca  de substrato e'extracelulares em auséncia de
substrato, durante o processo de germinagfo. As linhagens
mostraram uma variacfo nos niveis intracelulares iniciais e
nas modificacBes que ocorrem nestas atividades durante o
processo de germinacio. Observou-se que ha atividade 1lipo-
litica extracelular , em presenca de substrato, na superfi-
cie de conidios nfo germinados das trés linhagens estudadas
mas, ©0 mesmo ndo acontece com as atividades amilolitica e
quitinolitica. Verificou~se ainda, que ocorrem variagdes nos
niveis das atividades enzimdticas durante o processo de ger-
mina¢glo, variacles estas que dependem da linhagem estudada.
As trés linhagens mostvaram atividades amilolitica, lipoli-

tica e quitinolitica extracelulares em auséncia de substra-—



131

to.

A viruléncia destas trés linhagens foi obtida
através de Dbioensaio com ninfas do inseto R. prolixus eﬁ
regime de fome. Utilizando-se o calculo de poténcia relati-
va,pode~se observar que a linhagem E® foi a mais virulenta,

seguida pelas linhagens Fegro, Vi4 = RBRS5SA.
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7. ABSTRACT

This work studied the variation of some aspects 6?
the conidia germination of strains of Meobarkizium anisopliag
var anisopliae.

It was verified that the minimal germination time
(TGH, defined as the period in which 85% of the conidia were
germinated) for the strain E9 on M?nimal Media was 12 hours
of incubation. Sucessive selections of conidia presenting
early germination at shifted the TGM to 11 hours of
incubation in the fourth selection cycle.

The total protein content of the . aaisoliar
strains, E?, Fegro and BSA was analised by BRADFORD s method
(1976), modified, and it was wverified that there are
variations in the total protein content related to an
increase of germination time, and that the beginning of the
protein synthesis was different in the studied strains. The

E? strain began the protein synthesis between @ and 7 hours
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of germination time, and the strains Pegro and BSA between 7
and 13 hours.

The intra and extracellular levels of amilolstié,
lipolytic and chitinolytic activities were analised in the
three .trains of A, aaeisoepliae conidia in the presence of
substvacts and for the extracellular levels in absence of
the substract during the germination process. The strains
showed wvariation in the initial intracellular levels of the
mentioned activities and in the observed wmodifications
occurrig in  these activities during the process. It was
observed that there is lipolytic extracellular activity (in
the presence of the substract) on the nongerminated conidia
surface of all three strains, but the same does not occur
with the amilolutic and gquitinolytic activities.

Furthevmore, it was obsevved, depending on the
studied stvain, the occurence of variation on enzimatic
activity levels during the germination process. The thres

strains showed amilolytic, lipolytic and chitinolytic
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extracellular activities in the absence of substract.

The virulence of these three strains was evaluated
by biocassay of Rhrodnius prolixus ninphae in  starvation
regime. Utilizing the Relative Fotency method, it was
observed that the E? strain was the most virulent, followed

by the Fegro, Vi4 and'BSA strains.
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