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ANALISE MORFOEPIGENETICA
DE LINHAGENS SELVAGENS E MUTANTES

DE Metarhizium anisopliae var. anisopliae

RESUMO

O dimorfismo tem sido destacado iniimeras vezes como um fenémeno fundamental para
a instalacdo da infecgdo micdtica causada por patdégenos de plantas € de animais,
incluindo o homem. Fungos entomopatégenos sio relativamente comuns e
freqiientemente se apresentam como importantes agentes no controle de insetos-praga.
Entretanto, a eficacia de um agente patogénico depende das condigdes ambientais, do
hospedeiro € do microrganismo utilizado. O sucesso do inteiro processo infectivo na
relacdo patdgeno-hospedeiro requer o estabelecimento gradual da patogenicidade. Em
cada fase do processo da instalagio do parasitismo estruturas especificas de infecgédo, de
coloniza¢do e de propagagdo da doenca podem estar presentes ou ser exigidas. Foram
elaborados diferentes meios de cultivo bem como foram fornecidas diferentes condigGes
para o desenvolvimento de linhagens selvagens e mutantes auxotroficas de Metarhizium
anisopliae, visando a obtengdo de estruturas dimoérficas de infec¢do que tém se mostrado
associadas com a entomopatogenicidade € a viruléncia deste microrganismo. Pode-se
constatar que certos nutrientes € condigdes de cultivo bem como a linhagem utilizada,
em conjunto ou isoladamente, se mostraram influentes na producdo de estruturas
dimorficas de propagagdo. Fatores morfoepigenéticos também puderam determinar

quantitativamente ¢ qualitativamente a efetividade da produgédo destas estruturas.
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MORPHOEPEGENETIC ANALYSIS
OF THE WILD AND MUTANT LINEAGES

OF Metarhizium anisopliae var. anisopliae

ABSTRACT

Dimorphism has been stressed a number of times as a fundamental phenomenon for the
installation of mycoses caused by plants and animals (including man) pathogenic
microorganisms. Enthomopathogenic fungi are somewhat common and often turn up as
important agents in the control of harmful insects. Nevertheless, the efficacy of a
pathogenic microorganism depends on the environmental conditions, the host and the
microorganism itself. The success of the hole infectious process in the relation pathogen-
host require the gradual establishment of the pathogenicity. In each phase of the
parasitism installation process specific infection structures, colonization and disease
propagation can be present or required. Different media were prepared and different
conditions were given for the development of wild and auxotrophic mutants lineage of
Metarhizium anisopliae, with the objective of obtaining infectious dimorphic structures,
which has been shown associated with the entomopathogenicity and virulence of this
microorganism. It could be verified that some nutrients, conditions of culture and the
utilized lineage, combined or in isolation, were influential in the production of
dimorphic propagation structures. Morphoepigenetic factors could also determine,

qualitatively and quantitatively, the efficacy in the production of these structures.
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1- INTRODUCAO

Estima-se que sejam conhecidas 1 milhdo de espécies de insetos, de um total de
mais de 2,5 milhGes. Deste total, aproximadamente 10% podem ser considerados pragas
de agricultura ou pragas urbanas (Alves, 1998). Enormes prejuizos econdmicos € sociais
provéem dai.

A patologia de insetos e 0 controle microbiano terdo mais exacerbada a sua
importancia no futuro, em controle dos insetos-pragas € no controle de doengas de
insetos uteis. Esta abrange a etiologia (agentes causais), a sintomatologia e a
epizootiologia ( alcance e abrangéncia numérica), visando utiliza-las de acordo com o
interesse imediato. A doenga, sendo um processo dindmico no qual o hospedeiro e o
patdgeno em intima relagdo com o meio se influenciam mutuamente, resulta em
modificagdes morfoldgicas e fisiologicas (Alves, 1998; Ross, 1979b). O entendimento
de cada um destes passos ¢ fundamental.

Diferentes areas do conhecimento precisam estar interligadas para que a
compreensio do processo ¢ controle da patologia de insetos seja alcancada. A
microbiologia fornece elementos basicos para a etiologia, taxonomia e diagnose; a
morfologia, anatomia e fisiologia dio apoio a sintomatologia e histopatologia;, a
agrometeorologia, biologia, ecologia e fitotecnia fornecem elementos ao estudo da
epizootiologia; a bioquimica, quimica, fisica, bioestatistica, zootecnia, medicina (vacinas
e vetores) e a genética estdo diretamente relacionadas com o controle microbiano (Alves,
1998; Butt, Goettel, 2000).

Muitos fungos entomopatégenos sdo relativamente comuns e freqientemente
induzem eventos epizodticos; deste modo se apresentam como agentes importantes no
controle de insetos. A procura por fungos entomopatdgenos para 0 uso em programas
integrados de controle de pragas absorve muitos passos. Em condi¢Ges de laboratério
uma avaliagdo deve ser feita para separar os candidatos mais promissores.
Simultaneamente, no entanto, muitos problemas surgem. Uma formula¢io € um
importante fator que pode atuar aumentando a viruléncia por melhorar a adesdo do

esporo a superficie do hospedeiro, por diluir a agdo fungistatica de compostos na camada



epicuticular e por estimular a germinagdo. Germinag&o rapida e infecgdo sdo marcas de
isolados virulentos (Butt; Goettel, 2000). Finalmente, o inéculo deve ser considerado
para funcionar com efetividade, visto que a mortalidade esta relacionada com a dose.

O desenvolvimento e a disponibilidade de produtos microbianos no mercado
exigem que caracteristicas sejam consideradas para que um patogeno possa ser
comercialmente explorado. Estas caracteristicas englobam a seguranga, a eficacia e a
viabilidade econdmica, o tipo de patogeno, o espectro do hospedeiro, o modo de agdo, a
produgio, a formulagio, a aplicagdo, o armazenamento € a comercializagdo, os custos de
desenvolvimento e registro, a propaganda. Como um patogeno ideal ndo existe, um bom
candidato & exploragdo comercial deveria apresentar no minimo oito destas onze
caracteristicas ou condigdes (Alves; Moino Jr.; Almeida, 1998).

Desafios, portanto, precisam ser superados. A atenuagdo da viruléncia advinda
de sucessivas passagens por meio de cultivo artificial, a produgdo de propagulos de
infecgdo, os efeitos das condigdes de cultivo na viruléncia € na adaptagdo ecoldgica, o
armazenamento, ¢ a formulagdo em si podem afetar o sucesso do uso de
entomopatogenos no controle de pragas (Sosa-Gomes; Boucias; Nation, 1997).

Dos quatro métodos existentes para a produgdo de propagulos fingicos em
meio de cultivo artificial, a saber, cultura de superficie em meio so6lido, fermentagdo em
meio semi-solido, cultivo submerso, e fermentagio bifasica, o cultivo submerso tem sido
extensivamente empregado para a produgdo de blastosporos e conidios submersos de
isolados selecionados de fungos entomopatogenos (Gibbs; Seviour; Schmid, 2000).

Considerando que tipos de propagulos especificos sdo necessarios em diferentes
fases do processo de infecgdo micética em insetos (Zacharuk, 1970 ab; 1971), a
obtengdo e a analise do desenvolvimento destas estruturas em laboratério sdo de
importincia fundamental. A obtengio de estruturas dimdrficas de infecgéo, no entanto,
depende do conhecimento dos fatores causais. Entomopatégenos podem expressar
diferentes tipos de dimorfismo em fun¢dio de variagbes do ambiente como a luz,
temperatura, nutrientes e agentes quimicos e fisicos. Além disso, a natureza e a produgéo
destas estruturas se relacionam tanto com a espécie como com a linhagem, sendo que
polimorfismos genéticos também podem se mostrar influentes (Reyna-Lopez; Simpson;

Ruiz-Herrera, 1997).



O controle do dimorfismo observado na produgdo de propagulos e sua
influéncia na patogenicidade e viruléncia tém sido estudados em patogenos humanos,
mas vém recebendo merecida atengdo também em estudos de fitopatogenos e
entomopatogenos (Ross, 1979; Harold, 1995). Entretanto, os processos regulatorios do
dimorfismo morfologico ndo parecem simples, visto que mecanismos epigenéticos
certamente estdo envolvidos na morfogénese. A expressdo do dimorfismo resulta em
mudang¢as complexas no fendtipo e pode potencialmente afetar mais que um aspecto da
fisiologia, morfologia ou viruléncia. Os mecanismos epigenéticos e a herdabilidade de
estados epigenéticos alternativos devem ser considerados, pois células geneticamente

equivalentes expressam fenoétipos alternativos herdaveis (Soll, 1992).

O padrio de metilagio do DNA e a presenga proteinas especificas em
associagdo correta com o material genético séo, entre outros, mecanismos que podem se
alterar durante transi¢des dimorficas de patdgenos, € metilagio diferencial de DNA pode
ser tida como universal em fungos € como um evento que ocorre durante a morfogénese
(Reyna-Lopez; Simpson; Ruiz-Herrera, 1997).

Entretanto, a morfogénese ndo € apenas blocos de constru¢do molecular, mas
trata-se de uma construgdo de estruturas complexas em uma escala maior em que
processos, além de genes e produtos génicos estdo envolvidos numa escala celular que
gera a forma (Harold, 1995). Muitas hifas diferenciadas requerem reforco de suas
‘instrugdes’ de diferenciagdo; este refor¢o seria parte do contexto quimico, elétrico e
estrutural/mecéinico (ambiente) dentro do qual elas se desenvolvem normalmente. Em
cada estagio do desenvolvimento de fungos a ‘competéncia’, a ‘indugdo’ € a ‘mudanga’
ttm de ser conjuntamente considerados. A morfogénese € um evento
compartimentalizado em um conjunto de passos que sdo distintos geneticamente e
fisiologicamente. A flexibilidade na expressdo destes passos de desenvolvimento ilustra
que a tolerancia na precisdao ¢ um importante atributo da morfogénese de fungos (Moore,

1998).

Deste modo, ainda que a complexidade dos processos ¢ a exigéncia de areas
relacionadas se constituam desafios a serem transpostos, a importancia do estudo do
desenvolvimento de linhagens patogénicas se torna evidente se quisermos controlar e

entender, ainda que parcialmente, os caminhos que definem os beneficios e os danos.



2 - OBJETIVOS

Por intermédio da elabora¢do de diferentes meios de cultura e condigdes de
cultivo que permitissem o desenvolvimento de linhagens selvagens e mutantes de

Metarhizium anisopliae, objetivou-se alcangar os seguintes alvos:

1) Obter estruturas dimorficas de propagagdo, aos moldes da hemolinfa, em meios de

cultivo;

2) Constatar a influéncia de diferentes nutrientes na obtengdo ¢ na natureza das

estruturas dimorficas de propagagao;

3) Verificar a relag@o entre a produgdo de estruturas dimorficas e as condigbes de

cultivo;

4) Averiguar se a produgdo e a natureza das estruturas dimorficas de propagagdo se
relacionam com as caracteristicas morfoldgicas e nutricionais das linhagens

utilizadas.



3 - REVISAO DA LITERATURA

3.1 — Nutrientes, condicdes de cultivo e desenvolvimento de fungos filamentosos

Microrganismos filamentosos sdo de grande importancia biotecnoldgica, sendo
responsaveis por inumeros metabdlitos secundarios disponiveis, especialmente
antibioticos, enzimas e vitaminas (Griffin,1994a). Para este fim, o método de cultura
submersa tem sido o sistema empregado extensivamente visto que o uso destes produtos
¢ economicamente vantajoso em diferentes setores sociais (Gibbs; Seviour; Schmid,
2000).

Em cultivo submerso muitos fungos podem crescer ou como micélio disperso
(freqientemente denominado elementos de hifas) ou como “pellets”, os quais sdo
aglomerados esféricos de muitos elementos de hifas. A morfologia pode ser, portanto,
classificada em: ‘morfologia microscopica’, a qual determina a forma e o tamanho de
elementos de hifa individuais; e ‘morfologia macroscopica’, que determina a forma e o
tamanho dos “pellets” (Nielsen; Krabben, 1995).

Em algumas espécies de fungos filamentosos a morfologia microscopica esta
relacionada com a produgdo de metabodlitos secundarios, o que justifica a atengdo que
deve ser dada ao estudo da morfologia durante o cultivo submerso. Assim, a germinagio
de esporos, a extensdo de extremidade de hifa, a ramificacdo e a fragmentagéo de hifas e
a producdo de propagulos sdo importantes para um balanco geral do desenvolvimento
(Nielsen; Krabben, 1995).

O crescimento, no entanto, € um processo complexo com muitos componentes
diferentes acompanhado em maior ou menor grau pelo desenvolvimento e diferenciagio.
Os fungos sdo microrganismos que crescem no nivel celular, € os que sdo miceliais e
coenocitos aumentam em volume, nimero de nucleos, e quantidade de citoplasma
(Griffin, 1994 a). Considerando que existe uma certa seqiéncia ordenada de eventos no
crescimento, o crescimento balanceado pode ser definido como o aumento ordenado em

todos os componentes do organismo tal que sua composicdo quimica permanega



constante. Entretanto, nem sempre o crescimento € balanceado, sendo freqiientemente
Gtil conhecer a causa e quando isto ocorre (Cooke; Wipps, 1993 a).

Visto que o crescimento ¢ um processo complexo, uma deﬁnigﬁo precisa €
abrangente se torna dificil. De acordo com Griffin (1994 a) este pode ser definido em
relagio ao critério de medida utilizado nos experimentos, o0 que torna critico a escolha
das técnicas e o entendimento de suas limitagdes para a interpretagdo de resultados.

Existe uma grande variedade de tipos de substincias orgdnicas que, como
grupo, sio utilizadas por fungos como fonte de energia. Espécies individuais, entretanto,
sdo frequéntemente seletivas quanto a seus requerimentos nutricionais, devendo crescer
apenas em certos substratos (Garraway; Evans, 1984 a).

Para um substrato ser utilizado como nutriente, trés critérios devem ser
primeiramente empregados: o fungo deve ser capaz de sintetizar e secretar enzimas
necessarias para hidrolisar o substrato em moléculas de tamanho relativamente menor; o
fungo deve possuir mecanismos de absor¢do maxima para transportar estas moléculas
para dentro da célula; e o fungo deve possuir maquinaria necessaria para converter estas
moléculas em energia celular bem como em blocos de construgdo celulares para o
crescimento e desenvolvimento. A utilizagdo do substrato deve também ser preventiva
caso as condigdes ambientais provoquem a necessidade de qualquer um destes sistemas
operar em uma raz3o incrivelmente baixa (Ross, 1979c¢).

Um entendimento da nutrigdo e das vias biossintéticas associadas oferecem um
modo de controle da atividade em fungos, maximizando seus efeitos benéficos e
minimizando seus danos (Gibbs; Seviour; Scmid, 2000). No entanto, o transporte de
nutrientes dentro das hifas envolve aspectos como o aparecimento do septo, que também
esta associado com a ramificagio de hifas num processo regulado tanto pelo ambiente
como pela constituigio genética (Tiedt, 1993; Momany et al., 1995). A morfologia,
portanto, pode ser modificada pelo ambiente por meio da sua composi¢do de nutrientes
em que a plasticidade do desenvolvimento pode ser uma resposta ao estresse ambiental e
uma expressio da invocagdo de subrotinas morfogenéticas na seqiéncia e/ou lugar

adequados (Chiu; Moore; Chang, 1989).



Teoricamente qualquer fungo crescendo em um meio ambiente ‘ideal’ que
forneca nutrientes e espago ilimitados, deveriam permanecer ndo-diferenciados e
exibiriam um aumento exponencial de biomassa. Quando crescesse em excesso, mas nao
sem limites, de fontes nutricionais o crescimento exponencial seria esperado mas
terminaria num ponto em que uma fase de desaceleragdo poderia ser vista seguida por
um periodo durante o qual a biomassa ou permaneceria constante ou decresceria devido
a autolise (Cooke; Whipps, 1993 a). O crescimento neste ambiente poderia ser medido
por periodos de tempo, € uma curva sigmoidal tipica seria tragada permitindo a
visualizagdo de fases com caracteristicas fisiologicas distintas. Estas seriam a
denominada ‘fase lag’, com pouco ou nenhum crescimento observavel, a ‘fase
exponencial’, com crescimento autocatalitico; a ‘fase de decréscimo da razio de
crescimento’; a ‘fase estacionaria’, de comprimento variavel, e a ‘fase de morte’,
geralmente acompanhada de autolise (Griffin, 1994 a). Diferentes fatores de crescimento
podem influir no tempo de ocorréncia ¢ de permanéncia para cada uma destas fases,
controlando inclusive a reprodugdo (Cooke; Wipps, 1993b).

Modificagdes do micélio e da hifa s@o esperadas em virtude dos nutrientes
disponiveis ¢ de seu transporte para o meio intracelular. Segundo Ross (1979 a), o
crescimento de extremidade de hifa e a ramificagdo podem ser tomados como uma
condi¢do em que toda a sintese macromolecular € dirigida para a manutencdo de um
estado continuo de divisdo nuclear e ramificacdo de hifas com nenhuma diferenciagio.
Assim a hifa vegetativa se apresenta tendo toda a atividade génica dirigida para a
manutengdo do estado vegetativo, para mudar este estado, para diferenciar, nova
atividade génica deveria ser induzida.

No entanto este nem sempre parece ser 0 caso, visto que diferenciacéo celular ja
foi relatada como independente da sintese de proteinas podendo estar associada com
modificacdes na atividade de proteinas e/ou na alteragdo de canais de membrana
decorrente de estresse do meio (Soll; Sonneborn, 1971). Além disto, tanto um rearranjo
cromossomico como modificagdes na heterocromatina também podem estar associados a
morfogénese sem que alteragcdes genéticas sejam necessarias (Soll, 1992; Pitlus; Rine,

1989; Aparicho; Billington; Gottschling, 1991). Poder-se-ia dizer que um controle
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epigenético também seria eficaz para a diferenciagio celular (Russo; Martienssen,;
Riggs, 1996 a).

Para uma extremidade de hifa, ou um segmento de hifa, se desenvolver em uma
estrutura reprodutiva, tal parte do talo deve de algum modo se separar e se tornar uma
entidade especializada. Isto deve ocorrer independente do fato de existir uma
compartimentalizagdo do nucleo ou de seus produtos génicos. Tal inicio de
diferenciagdo pode ocorrer em areas localizadas enquanto o restante do talo continua no
estado indiferenciado ( Ross, 1979 a). Pesquisas em torno dos limites para as causas € 0s
efeitos de uma diferenciagio localizada bem como do que capacita uma certa por¢do do
talo se diferenciar e quais as barreiras para este processo tém se mostrado favoraveis ao
trio seqiiencial de eventos a saber, competéncia celular, seguida de indug@o ambiental e
de mudanga correspondente a esta indugéo (Moore, 1998).

Scott (1976), ao estudar os aspectos genéticos e bioquimicos da morfogénese de
Neurospora crassa verificou que ha uma diferenca significativa entre hifa vegetativa e
hifa submersa, sendo que eventos bioquimicos podem ser comuns em mais que um
estagio do ciclo de vida do organismo assim como enzimas que participam na
diferenciagdo assexual podem ndo ser obrigatorias para este processo.

Wessels (1993) também verificou que na morfogénese de fungos o processo de
crescimento apical requer uma expanséo controlada da parede o que pode modificar o
padrdo de secregdo de proteinas bem como o arranjo da estrutura da parede celular. O
conjunto de eventos que ai se processam permitem o aparecimento de hifas
especializadas quanto & assimilagio de nutrientes (hifas assimilatérias e hifas
conidiogénicas) e quanto a adaptagdo em interfaces de ambientes (hifas aéreas e hifas
submersas). O autor expressou também o controle epigenético referente as fases do
desenvolvimento em que proteinas do tipo hidrofobinas seriam seqiiencialmente ativadas
em funcgéio das condigdes de cultivo e do desenvolvimento. Fatores ambientais como a
luz também poderiam afetar o desenrolar dos processos de desenvolvimento, visto que
genes controlados pelo ciclo circadiano codificam proteinas envolvidas, dentre outros
eventos, na hidrofobicidade dos esporos. Em Neurospora crassa genes controlados
temporalmente (circadianos) sdo regulados em nivel de transcrigio (Loros; Dunlap,

1991).
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Diferentes modelos de diferenciagéo celular tém sido apresentados (Cole, 1986,
Cole; Nozawa, 1981), mostrando que fatores ambientais sdo capazes de modificar o
crescimento vegetativo e iniciar a diferenciacdo de estruturas reprodutivas. Em fungos
filamentosos, quando limitagdes resultam em um sistema desbalanceado, alteragdes
metabdlicas podem ocorrer conduzindo a diferenciagcdo. Microciclos de conidiacdo
(Maheshwari, 1991) bem como o aparecimento de estruturas de propagacdo
conseqiientes de dimorfismo morfoldgico (Soll, 1992) podem resultar de modificagdes
no meio de cultivo que induzirnam a uma nitida separagdo entre fases de
desenvolvimento. |

Os fungos podem variar consideravelmente quanto aos seus requisitos
nutricionais para fontes de carbono, nitrogénio, fosforo € outros minerais, vitaminas e
outros fatores de crescimento (Cooke; Whipps, 1993c). A aquisi¢do de nutrientes pode
exigir mecanismos de transporte especializados dependendo da natureza € do tamanho
do nutriente, ou enzimas especializadas que facilitem esta aquisigdo (Griffin,1994b).
Modificagdes estruturais morfologicas conseqiientes ou necessarias a aquisicdo de
nutrientes podem ser convenientes ¢ suficientes para o sucesso neste processo. Tais
modificagdes morfologicas traduzem um modo alternativo utilizado pelo microrganismo
para se adaptar e aproveitar as condi¢des oferecidas para seu desenvolvimento.

Diferentes sinais ambientais necessitam ser traduzidos pela célula fungica para
que sejam percebidos como informagdo real. Harwood (2000) verificou o envolvimento
de enzimas do tipo quinase ( que catalisam a transferéncia do grupo fosfato do ATP, ou
de outro trifosfato, ao substrato) como importantes para esta tarefa. Isto talvez seja
passivel de uma generalizagdo; Sanchez-Martinez; Perez-Martin (2001) verificaram que
a despeito das similaridades ao nivel molecular, os fungos parecem utilizar modos
semelhantes para responder ao estimulo ambiental mas com diferentes resultados. E bem
provavel que os diferentes estagios do ciclo de vida do microrganismo interfira na
resposta ao estimulo ambiental dependendo de como e quando este foi oferecido (Braga
etal., 2001).

Suberkropp (1995) observou que nutrientes influenciam o crescimento, a
produtividade e a esporulagdo de fungos filamentosos. A razéo carbono:nitrogénio pode

modificar a producdo de estruturas de reprodugéo modificando a eficacia do biocontrole
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( Engelkes; Nuclo; Fravel, 1997; Elson; Schisler; Jackson, 1998). Barnes et al. (1975)
relataram que o crescimento e a esporulagdo de Metarhizium anisopliae foram afetados
pela fonte de nitrogénio utilizada, € Campbell et al. (1978) constataram que estes
parametros também foram afetados por aminoéacidos no meio de cultivo. Ronne (1995)
verificou que a glicose pode atuar como repressor no metabolismo em fungos por
intermédio de modificacdes especificas nos processos de gliconeogénese e de
crescimento fermentativo. Este balango portanto deve ser importante para eventos como
fragmentagdo de hifas e conseqiiente produgio e secre¢do de metabdlitos (Papagianni,
Mattey; Kristiansen, 1999; Bottin; Kamper; Kahmann, 1996).

A quantidade e qualidade de aminoacidos no meio de cultivo pode alterar a
expressdo de genes envolvidos na conidiagio por modificar o processo de sintese de
proteinas presumidas serem fatores transcricionais que se ligam ao DNA durante o
desenvolvimento (Leija; Ruiz-Herrera, Mora, 1986; Lee; Buckley; Campbell, 1975;
Tripp; Paznokas, 1982; Sachs; Yanofsky, 1991). Em Merarhizium anisopliae
aminoacidos podem estimular a produgido de ions funcionando como reguladores de
fator de viruléncia por estimular a produgio de proteinas importantes para esse processo
(St. Leger, Nelson; Screen, 1999). Em alguns microrganismos a assimilagdo de
aminoacidos resulta em dimorfismo morfoldgico (Mayser et al., 1998).

O 'pH do meio de cultivo ¢ um fator importante no estabelecimento da
polaridade de hifas em crescimento, gerando modificagdes na morfologia por intermédio
do acimulo de outros ions e gerando turgor por aumentar a pressdo osmotica celular.
Muitas transigdes morfologicas sdo disparadas pelo pH; exemplos incluem indugdo de
conidiagdo em Penicillium, brotamento e formacdo de tubo germinativo em Candida, e
dimorfismo de microrganismos (Kropf, Money; Gibbon, 1995; Maccheroni et al., 1997,
Saporito-Irwin et al., 1995; Malli; Epstein, 1998). Bertl; Slayman (1992) relataram que o
pH do meio de cultivo pode também alterar a modulagio de canais complexos da
membrana celular de Saccharomyces cerevisiae.

Garraway; Evans (1984c) descreveram a influéncia do pH do meio de cultivo
no requerimento de vitaminas, na utilizagdo 6tima de aminiacidos e de ferro, na carga do
tRNA e na toxicidade de determinados compostos como o cobre. Todas estas

possibilidades podem conduzir a uma alteragéo morfoldgica associada.
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Segundo Tamerler (1998) o pH do meio de cultivo afetou a fisiologia de
Metarhizium anisopliae e a produgdo de metabolitos. St. Leger; Nelson; Screen (1999)
observaram que o pH do meio regula a expressao de genes de viruléﬁcia de Metarhizium
anisopliae e que este microrganismo responde alterando o pH exterior e produzindo
enzimas especificas.

Jackson; Heath (1993) demonstraram que além do hidrogénio, ions também
podem, entre outras possibilidades, influenciar no crescimento da extremidade de hifas,
afetando o arranjo estrutural que é necessario para o estabelecimento da polaridade. fons
potassio, sodio, calcio, litio, fosfato, ferro, cobre e zinco podem também cumprir papel
semelhante visto que participam no estabelecimento do turgor (Kropf; Money; Gibbon,
1995; Cooke; Wipps, 1993c) bem como no delicado balango entre sintese e degradagio
de parede celular (Bartinicki-Garcia; Lippman, 1972). Xia; Clarkson; Chamley (2001)
verificaram que fosfatases acidas isoladas de Metarhizium anisopliae em meio de cultivo
podem degradar fosfatos de agucares encontrados na hemolinfa de Manduca sexta,
sendo que ions fosfato livres na concentragdo encontrada na hemolinfa limitaram o
crescimento do fungo mas um aumento na concentragdo do ion auxiliou no
desenvolvimento.

St. Leger; Nelson; Screen (1999) observaram que ions amoénia tém fungdo na
regulacdo de microambientes e representam um fator de viruléncia em diversos fungos,
inclusive em Metarhizium anisopliae, podendo perturbar o sistema imune de
hospedeiros. fons calcio também parecem estar envolvidos como mensageiros
secundarios na diferenciagcdo de Merarhizium anisopliae por produzir modificagcdes na
extremidade de hifas, afetando a exocitose, a adesdo no hospedeiro €, consequentemente,
afetando posterior diferenciagio (St. Leger et al., 1990).

Fungos filamentosos requerem pequenas quantidades de vitaminas para seu
crescimento; estas ndo s@o nutrientes no mesmo sentido que carbono, nitrogénio e
compostos orgdnicos, visto que funcionam como coenzimas ou constituintes delas
(Garraway; Evans, 1984b). O requerimento nutricional para vitaminas pode variar
consideravelmente de acordo com o microrganismo € a linhagem, e a caracterizagéo da
deficiéncia em mutantes exige cuidado visto que a pureza de componentes do meio de

cultivo deve ser antes assegurada (Griffin, 1994c). Seu papel como coenzima ( de metil
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transferases, desidrogenases, em transaminagio, em carboxila¢do) € como componente
de membrana (Cooke, Wipps, 1993c) enfatiza a importdncia das vitaminas no
desenvolvimento e na morfologia resultante deste.

O diéxido de carbono pode alterar o metabolismo, o desenvolvimento ¢ o
crescimento de microrganismos, causando modificagdes na produgdo de enzimas
especificas, por intermédio da sua indugdo ou repressdo (Dixon; Kell, 1989). Diferentes
hipéteses tém sido elaboradas para explicar o modo de agdo do dioxido de carbono
(McIntyre; McNeil, 1998). Uma destas hipoteses diz respeito a possivel reagdo do
didxido de carbono com a agua no interior da célula fungica formando ions bicarbonato
e liberando protons; para manter o pH interno os protons seriam liberados por um
transporte ativo resultando em perda de energia, e os ions bicarbonato seriam
transportados também ativamente para o exterior num processo reversivel (Dixon; Kell,
1989). Tal mecanismo exigiria bombas especiais de ions bem como enzimas
transportadoras especificas (Cooke; Whipps, 1993c) cujo funcionamento provavelmente
seria alterado em fun¢do de modificagdes morfolégicas na membrana e/ou parede
celular.

O di6éxido de carbono também pode exercer uma influéncia direta em enzimas
por afetar suas propriedades fisico-quimicas, € também reagir com aminas resultando na
formagdo de 4cidos (Dixon; Kell, 1989). Além disso, o dioxido de carbono pode reagir
com amimoacidos conduzindo & formagio de interagdes eletrostaticas (entre porgdes
internas das proteinas, entre sub-unidades de um complexo proteico ou entre proteinas e
metais pesados). Sua agdo, iniciada pela alteragdo de cargas de proteinas de membrana
modificando o modo de agdo destas, influencia nas mudangas estruturais morfologicas
conseqiientes do meio de cultivo (McIntyre; McNeil, 1998).

Mclntyre; McNeil (1998) descreveram os efeitos inibitérios do diéxido de
carbono em cultivo submerso, verificando mudangas significativas tanto na macro como
na micro-morfologia de fungos filamentosos; alteragdes na ramificagdo de hifas € nos
seus comprimentos bem como na produgdo de metabolitos também estiveram associadas
ao gas que dependeram do momento de sua injegdo (na fase ‘lag’, exponencial ou
estacionaria). Hartman; Keen; Long (1972) verificaram que o diéxido de carbono pode

ser requerido para o crescimento do fungo dimérfico Verticillium albo-atrum quando a
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glicose ou o glicerol foram as tnicas fontes de carbono, e a fixagdo do diéxido de
carbono pareceu ser importante para a biossintese de purinas, afetando a resposta
dimorfica a0 ambiente.

A importincia do dioxido de carbono na produgdo de metaboélitos por
intermédio de alteragdes morfoldgicas celulares (Gibbs; Seviour; Schmid, 2000) ¢ no
dimorfismo de fungos patogénicos (Rippon, 1980; Mclntyre; McNeil, 1997) enfatiza a
procura de genes relacionados a aerobiose € a anaerobiose que podem ser regulados pela
quantidade de oxigénio (Lowry; Zitomer, 1984; Zitomer; Lowry, 1992). Talbot (1997) e
Kershaw et al. (1998) relataram também a presenga de proteinas morfogenéticas em
hifas aéreas que respondem ao ambiente se o ar estiver presente sendo que mais de um
mecanismo para o desenvolvimento aéreo parece existir. Os fendmenos fisicos causados
pela agdo do dioxido de carbono em condi¢des limitadas de nutrientes podem variar, no
entanto, em relagdo a quando as condi¢gdes nutricionais sdo ilimitadas (Sims, 1986),
sendo que a produgio de propagulos também pode ser dependente destas condi¢des.

Timberlake (1993) mostrou que a producio de estruturas diferenciadas para a
reproducio aérea assexual depende do controle sincrono e regulado de diferentes genes,
sendo que neste processo dimorfico a competéncia celular € importante para a indugio
frente ao meio de cultivo para gerar as mudangas necessarias para a propaga¢do. A
fixagdo de processos de realimentagio e o estimulo para a tradugio de proteinas podem,
no entanto, ser dependentes do meio de cultivo. A produgio de estruturas de propagacio
submersas no meio de cultivo, obviamente , também devera se mostrar dependente de
processos que conduzam ao dimorfismo fisiologico e/ou morfologico (Soll, 1992) e a
influéncia do diéxido de carbono bem como da agitagdo dos frascos onde se mantém a
cultura submersa parece ser 6bvia.

A disponibilidade de agua € de extrema importancia para o desenvolvimento de
microganismos, visto que a regulacdo do desenvolvimento por transporte de nutrientes,
bem como a atividade de moléculas bioldgicas dependem da agua disponivel no
ambiente (Cooke; Whipps, 1993d). A osmolaridade do meio de cultivo, portanto, pode
determinar respostas especificas relativas 8 mudanga de osmolaridade independente da
composi¢do do meio de cultivo, ou dependente dela (Hallsworth, Magan, 1995;
Hallsworth; Magan, 1999).
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Humphreys et al. (1989) observaram que o crescimento € a produgdo de
propagulos especificos dependeram da atividade de agua , sendo que condi¢des de
cultivo favoreceram diretamente a morfologia de Metarhizium anisopliae dependendo da
linhagem; meio de cultivo s6lido em geral favoreceu a produgio de propagulos acreos e
meio liquido favoreceu a produgio de propagulos do tipo blastosporos. Pode-se verificar
que a atividade de 4gua bem como a interface com o ar se auxiliam mutuamente na
obtengio de resultados deste tipo.

Magalhdies; Goettel, Frazdo (2000) verificaram a importdncia da 4gua
disponivel para a reprodugdo aérea de Metarhizium anisopliae sendo que este
microrganismo foi menos exigente que o entomopatogeno Beauveria bassiana quanto ao
desenvolvimento em ambiente com menor disponibilidade de agua. Matewele; Trinci;
Gillespie (1994) puderam observar que a viruléncia de linhagens do fungo
entomopatogénico Nephottettix virescens aumentou em meios com maior osmolaridade,
indicando, segundo os autores, que as condi¢des de cultivo usadas na producdo de
propagulos sio importantes na habilidade de colonizagdo pelo fungo a ser utilizado
como micoinseticida .

A fisiologia da osmotolerincia em fungos foi estudada por Blomberg, Adler
(1992). Os autores constataram que a osmoregulagdo ndo implica em osmotolerancia, e
fatores celulares estio envolvidos em ambos os processos. O estresse osmotico entre
fungos patogénicos tem se mostrado importante determinante na viruléncia por gerar
forca fisica e a secregdo de enzimas envolvidas na degradagdo de parede celular e de
cuticula de insetos (Money, 1995). Este balango de forgas permite a célula fungica gerar,
transmitir e perceber a tensdo mecinica, sendo também utilizado para controlar sua
morfologia e comportamento (Chicurel; Chen; Ingber, 1998).

Shiozaki; Russell (1995) mostraram que em leveduras o controle do ciclo
celular esta vinculado a disponibilidade de nutrientes e & osmolaridade do ambiente
extracelular por intermédio de quinases de proteinas. Katz; Rosenberg (1971)
verificaram que choque osmético ndo inibiu a sintese de proteinas em Aspergillus
nidulans, mas induziu a mudangas morfogenéticas na hifa que produziu grande

quantidade de ramificag@o ¢ septos.
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Osmorespostas a sais também foram observadas no fungo filamentoso Askbya
gossypii inibindo o crescimento, gerando a produgdo de glicerol como osmoregulador
(Foster et al., 1998). Charlang; Horowitz (1971) verificaram que a disponibilidade de
agua em meio de cultivo com osmolaridade alterada permitiu a perda de substéncias
essenciais para a germinagdo de Neurospora crassa; os autores também observaram que
esta perda produziu uma diminuigdo na razdo de crescimento € no crescimento total,
sendo que esta perda de material essencial para a germinagdo dependeu de certo modo
da natureza do soluto, que poderia estar associado a facilidade de sua absorgdo pela
célula fungica.

Respostas fisiologicas e/ou morfoldgicas aos estimulos provenientes da
alteragdo da osmolaridade do meio de cultivo tém sido verificadas para diversos
microrganismos (Brining et al., 1998; Heermann; Altendorf, Jung, 1998), mostrando
que expressdo diferencial de genes (Rensing; Monnerjahn; Meyer, 1998) incluindo
aqueles envolvidos na sintese de material de parede (Gooday, Schofield, 1995) e
expressdo de proteinas de estresse (Fracella et al., 1997, Mattews et al., 1998; Madhani;
Fink, 1998) podem ser indicativos de mecanismos proprios para este estimulo do
ambiente. Estas observacdes devem auxiliar em estudos que busquem relacionar a
patogenicidade e a osmolaridade do ambiente a ser infectado por entomopatogenos.

O ¢feito de acidos graxos, organicos e fendlicos na germinacgio de Metarhizium
flavoviride foi verificado por Barnes; Moore (1997). Os autores concluiram que certos
acidos, incluindo acido lactico, produziram significativa inibigdo na germinagdo. A
lecitina de soja, composta por diferentes acidos graxos que podem influenciar no
desenvolvimento micelial (Barnes; Moore, 1997), contem um potente vasodepressor e
pode modificar a morfologia de Metarhizium anisopliae em meios de cultivo e a
viruléncia dos propagulos obtidos (Kleespies; Zimmermann, 1998).

Outros fatores do ambiente, como temperatura, também se mostram bastante
efetivos em estimular respostas dimorficas morfologicas, € em Metarhizium anisopliae
fatores especificos para este estimulo, denominados HSF, foram caracterizados (Xavier;
Khachatourians; Ovsenek, 1999). Thomas; Jenkins (1997) verificaram que a temperatura

pode influenciar o crescimento micelial, a viruléncia e a reprodugdo aérea de
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Metarhizium flavoviride, tais resultados endossam pesquisas referentes a produgio de
propagulos em cultivo submerso sob aggo de diferentes valores de temperatura.

A produgdo de pigmentos de estruturas aéreas pode ser tida como um dentre os
muitos aspectos fisiologicos afetados pelo ambiente. Pigmentos muitas vezes t€m se
mostrados como importantes para a patogenicidade de fungos entomopatogénicos,
podendo interferir na produgio de estruturas de infec¢do por alterarem a pressdo
necessaria para o turgor (Jong et al., 1997), e por protegerem as células fungicas de
mecanismos de defesa do invasor (Wang; Aisen; Casadevall, 1995). Clutterbuck (1990)
e também Aramayo; Timberlake (1993) verificaram que genes regulatorios para o
desenvolvimento de estruturas aéreas diferenciadas também controlam genes envolvidos
em diferentes passos do processo de producido de pigmentos (sem cor — agdo da
proteina WA = amarelo — ag3o da lacase = verde) em Aspergillus nidulans. Caddick;
Turner (1993) mostraram que modificagdes nos genes envolvidos na diferenciagdo de
estruturas para a reprodugio aérea podem diretamente modificar a produgdo de enzimas
envolvidas na produgdo de pigmentos. A produgdo de pigmentos pode entdo permitir
uma avaliagdo indireta da ag3o de genes envolvidos na reprodugdo assexual e

consequente produgdo de propagulos.

3.2 — Entomopatogenicidade de fungos filamentosos

O controle de pragas por intermédio de fungos entomopatogénicos ndo € muito
recente. O “pai da patologia dos insetos’ foi Agostinho Bassi, que em 1834 demonstrou
que o agente causal da doenga do bicho-da-seda era um fungo que podia ser transmitido
por alimentos que com ele estivessem contaminados, pelo contato entre lagartas sadias e
contaminadas, ou mesmo por inoculag@o ou disseminagio de esporos pelo ar. O fungo
estudado por Bassi é hoje conhecido por Beauveria bassiana em homenagem ao seu
caracterizador (Reis, 1991).

Pode ser atribuido a Louis Pasteur, no entanto, o desenvolvimento da patologia

de insetos como ciéncia. Este pesquisador, em 1874 sugeriu que pelo fato de os fungos
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matarem o bicho-da-seda estes poderiam ser utilizados no controle de plantas cultivadas
(como por exemplo na praga de importdncia da época que era o pulgdo-da-videira). Mas
o mérito do uso de microrganismos no controle de pragas tem sido atribuido a0 russo
Metschnikoff que em 1878 estudou o controle do besouro-dos-grios (Anisoplia
austriaca) pelo fungo Metarhizium anisopliae (Reis, 1991).

No Brasil o estudo da patologia de insetos teve inicio por volta de 1920; no
entanto, segundo Alves (1998), foi somente depois de 1964, com a ocorréncia epizodtica
de Metarhizium anisopliae sobre cigarrinhas da cana-de-agucar que os fungos receberam
mais atengdo dos pesquisadores. Segundo o autor, esta atengdo se retrata no fato de que
50% dos trabalhos sobre patologia de insetos € controle microbiano publicados no Brasil
sdo sobre fungos entomopatogénicos, sendo que 90% deles foi desenvolvido nas duas
ultimas décadas.

Os fungos, de modo geral, sdo dotados de extrema variabilidade no que diz
respeito as suas possibilidades de exploragdo do ambiente, que pode abranger diferentes
sistemas n#@o-vivos ou vivos, incluindo o homem (Larone, 1995). O auge de suas
habilidades e capacidades de exploracdo € refletido nas associagGes que formam com
outros organismos, assoclagdes estas que vao desde com seres mortos € substincias
organicas decompostas até relagdes predatorias e parasiticas . Muitas destas associagdes
sdo baseadas em requerimentos nutricionais do fungo. A variabilidade ¢ a plasticidade
do genoma do microrganismo resulta na sele¢do de mecanismos morfologicos, genéticos
e de dispersdo que permitirdo a continuidade da associagdo (Ross, 1979b).

Segundo Messias (1991), diferentes associagdes simbidticas com animais €
plantas podem ser desenvolvidas por diversos grupos de fungos. Poder-se-ia ter,
portanto, associacdes simbidticas antagénicas (em que o parasita, ao causar a doenga,
sera reconhecido como patdgeno e o organismo parasitado serd reconhecido como
hospedeiro), mutualistas e neutras, que demonstrardo se a simbiose € benéfica ou
maléfica. O grau de dependéncia da associagdo entre patogeno/hospedeiro definird se
esta € obrigatoria ou facultativa.

O termo ‘entomopatogénico’ se refere aqueles fungos que causam micoses

severas aos insetos por uma associagdo antagbnica endossimbiotica. Metarhizium,
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Beauveria, Aspergillus, Hirsutella e Paecilomyces sdo géneros que se enquadram num
tipo de associagdo antagdnica endossimbidtica facultativa (Messias, 1991).

Segundo Ross (1979¢) o estabelecimento da patogenicidade depende tanto do
parasita como do parasitado, sendo que somente quando se verifica o desfavorecimento
do desenvolvimento da parte parasitada acompanhado de disturbio fisiolégico € que se
pode afirmar que o parasita é um patégeno. A viruléncia, uma medida quantitativa da
patogenicidade, estd na dependéncia de varios genes que devem ser expressos para
permitir a manutengio dos niveis de viruléncia (Messias, 1991), visto que o sistema de
defesa de insetos ¢ muitas vezes eficiente (Hoffmann, 1995) desde o integumento
(Marmaras et al., 1993) até o interior do inseto (Hultmark, 1993; Richman; Kafatos,
1996) exibindo processos diversos incluindo encapsulagdo e fagocitose (Hoffmann;
Reichhart; Hetru, 1996) bem como a produgdo de substincias especificas (Gloer, 1995).

O estabelecimento do parasitismo pode se desenvolver gradualmente
percorrendo diferentes fases que seriam a fase de infecgdo, a fase de colonizagao e a fase
de eventos “post-mortem” (Messias, 1991). Segundo Butt; Goettel (2000) o hospedeiro
em geral ¢ invadido em sua exocuticula, embora a infec¢io via trato digestivo ocorra em
algumas espécies (Schabel, 1976); os esporos se prendem na cuticula. Segue-se a
penetragdo no integumento por meio de uma combinagio de pressdo fisica (com ou sem
estruturas proprias de penetragdo, segundo Butt et al.,, 1995; Magalhdes, 2000) e de
degradagdo enzimatica da cuticula. O micélio entdo se ramifica na hemocela do
hospedeiro. A morte do hospedeiro geralmente ¢ devido a uma combinacdo de
diminui¢do de nutrientes, invasdo de 6rgdos e a agdo de toxinas secretadas pelo fungo.
As hifas geralmente emergem do cadaver e, sob condigdes apropriadas, produzem
esporos no exterior do hospedeiro.

Cada etapa do estabelecimento do parasitismo depende da interagdo entre o
patogeno e o hospedeiro, em que barreiras ao desenvolvimento necessitam ser
transpostas por ambas as partes envolvidas.

A penetragdo no hospedeiro pode estar associada a sinais quimicos fornecidos
por ele para dar inicio ao processo de infecgdo pelo fungo (Kolattukudy et al., 1995). A

eficiéncia da germinagdo na cuticula é de extrema importincia. El-Sayed et al. (1993)
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verificaram que o substrato cuticular influencia na expressdo de enzimas de degradagdo
da cuticula no entomopatogeno Nomuraea rileyi.

Segundo Sosa-Gomez; Boucias;, Nation (1997), tratamentos quimicos para
remover as proteinas da cuticula ndo afetaram a adesfio conidial de Metarhizium
anisipliae na cuticula de Nezara viridula, no entanto, solventes de lipidios cuticulares
reduziram significativamente a adesdo , mostrando que lipidios e aldeidos fungistaticos
podem ser eficientes no inicio do processo infectivo. Monod et al. (1995) também
verificaram que proteases secretadas ndo foram essenciais para a invasdo de Aspergillus
fumigatus.

A ligagd@o de esporos de fungos entomopatogénicos ao inseto hospedeiro pode
ser mediada por fortes forcas de ligagdo, podendo ser uma ligagdo passiva e ndo
especifica em que o conidio adere prontamente tanto ao inseto hospedeiro como a nio-
hospedeiro (Boucias; Pendland; Latgé, 1988). No entanto, Sosa-Gomes; Boucias; Nation
(1997) verificaram que a composigdo da exocuticula ja pode representar uma barreira
para o desenvolvimento.

St. Leger; Bidochka; Roberts (1994b) verificaram que a germinagio de
Metarhizium anisopliae é dependente da espécie a que pertence o hospedeiro, que
estimularia proteases especificas dependentes da presenga e do tipo de agucar envolvido.
A adaptagdo de fungos aos requerimentos de seus nichos ecolégicos foi mostrada por St.
Leger, Joshi; Roberts (1997) estar associada a adaptagdo enzimatica de proteases €
carbohidrases.

Segundo Rath; Guy; Webb (1995), a especificidade patégeno-hospedeiro para
Metarhizium anisopliae pode depender de antigenos da superficie do esporo que seriam
um fator determinante de patogenicidade, € que outros determinantes de patogenicidade
seriam a produgdo de enzimas durante a penetragdo ou a producdo de toxinas pelo fungo
dentro do hospedeiro.

Segundo Barracco; Menezes (1985), as defesas celulares dos insetos sdo
mediadas por células presentes na hemolinfa, denominadas hemocitos. Considera-se que
existam seis tipos de hemdcitos (pro-hemocitos, plasmatocitos, granuldcitos,
esferulodcitos, enocitdides e coaguldcitos) envolvidos em varios mecanismos de defesa

(fagocitose, encapsulamento, coagulagio) em diferentes reagGes (reconhecimento,
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recrutamento, defesa); segundo os autores, nos insetos, diferente de em vertebrados, as
respostas de defesa ndo s3o especificas e ndo existe uma ‘memoria imunoldgica’ . A
eficiéncia deste sistema de defesa é reconhecidamente suficiente para manter a
hemolinfa dos insetos como uma verdadeira barreira a ser vencida pelo fungo que almeja
a colonizag3o.

Apesar de nio se ter confirmada a existéncia de uma memoria no processo de
defesa, peptides ja foram identificados com propriedades antifungicas especificas
(Levashina et al., 1995); proteinas de hemdcitos de Ceratitis capitata ja foram
identificadas como responsaveis pelo reconhecimento do ‘ndo-proprio’ na presenca de
células de microrganismos (Marmaras; Charalambidis, 1992).

Lemaitre; Reichhart; Hoffmann (1997) verificaram que Drosophila pode exibir
respostas de defesa antimicrobial sendo capaz de discriminar varias classes de
microrganismos; os autores constataram que peptideos com atividades antifungicas so
foram expressos na presenca de fungos, mostrando ativagdo seletiva de genes num
processo regulatorio envolvendo cascatas proteoliticas.

Uma vez dentro do inseto, fungos entomopatogénicos podem produzir proteases
que impedem a atividade de fagocitose dos hemocitos (Griesch; Vilcinskas, 1998).
Hung; Boucias (1992) também verificaram que o sistema de defesa de Spodoptera
exigua foi influenciado por mecanismos eficientes exibidos pelo fungo Beauveria
bassiana, sendo que blastosporos e conidios induziram modos diferentes de defesa do
hospedeiro.

Lopez-Lastra; Boucias (1994) verificaram que o grau de toxocidade exibido
pelo fungo no interior do hospedeiro varia com o patoégeno. Beauveria bassiana, por
exemplo, ao produzir metabdlitos, causou o rompimento de granulocitos ¢ pdde matar a
larva em metamorfose; entretanto, Nomuraea rileyi apesar de produzir metabolitos
toxicos estes nio foram suficientes para um sucesso na colonizagéo.

Beauvais et al. (1989) verificaram que os componentes de superficie de
propagulos exercem um papel fundamental nesta fase do processo, sendo que
propagulos especificos estimulam respostas especificas do hospedeiro. Tais respostas
podem incluir proteinas de defesa como as observadas em larvas de Manduca sexta apds

infecgdio com entomopat6genos (Bidochka; St. Leger; Roberts, 1997).
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Segundo McFarlane (1985) a nutrigdo do inseto pode influir na composigéo da
hemolinfa que, por sua vez, pode influenciar grandemente a relagdo entre patégeno-
hospedeiro. Em geral, os insetos t€m em suas dietas as mesmas substancias basicas que
todos os animais superiores requerem para o crescimento € desenvolvimento de formas
juvenis e para a manutengdo e reprodugio de adultos. Estes requerimentos podem incluir
uma fonte orgénica de nitrogénio, uma fonte organica de energia, sais inorganicos, agua,
e uma variedade de compostos quimicos orgénicos em quantidades menores. Relagdes
de simbiose com microrganismos que sintetizem nutrientes essenciais capacitam muitos
insetos usufruirem de fontes de nutrientes de valor limitado.

Relagdes de simbiose entre insetos e microrganismos podem também
influenciar na patogenicidade de fungos, visto que, como observaram Dillon; Chamley
(1991), microrganismos tipo bactéria podem exercer a fungfio de produtores de
substancias toxicas antifiingicas. Um dos modos de o fungo continuar no processo de
patogenicidade é, como ja observado, apos ter algumas de suas células destruidas por
uma bactéria, estas liberam antibidticos na hemolinfa permitindo ao fungo continuar a
colonizagio. O aumento de resisténcia do inseto a colonizagdo também pode ser
conferido pela atividade de fermentacéo bacteriana que produziria acidos graxos volateis
téxicos ao fungo.

Alimentos ingeridos por insetos também podem se mostrar toxicos para o fungo
que tenta estabelecer a patogenicidade. Estes alimentos podem tanto conter uma
substancia fungitoxica como o alimento, ao passar pelo processo de digestdo no inseto,
passa a exibir ag@o toxica ao fungo (Dillon; Charnley, 1991).

Dillon; Chamnley (1986) verificaram que infecgdo oral de Metarhizium
anisopliae em Schistocerca gregaria ndo foi bem sucedida em virtude de toxinas
bactenianas funcionarem como antifiingicas, enquanto Gunnarsson (1988) observou que
a penetragio cuticular teve sucesso, ainda que células de defesa do inseto tenham sido
precocemente acionadas antes mesmo do fungo chegar até a epicuticula; estes resuitados
evidenciam certa especificidade na forma de infecg@o pelo fungo.

Vilcinskas; Matha (1997) verificaram que a morfologia de parede ¢ membrana
de Metarhizium anisopliae pode lhe conferir resisténcia a enzimas antifungicas como

lizosima. Esta enzima, encontrada em insetos, teve a agio neutralizada tanto pelos niveis
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altos de potassio como pela presenga de bloqueadores de canais de potassio, enfatizando
a importancia da constitui¢do e da estrutura de propagulos no sucesso de todo o processo
micético. Esta importincia é corroborada por resultados como os obtidos por Penland,;
Boucias (1998) referente a existéncia de epitopos de superficie que podem imitar as
moléculas de superficie do hospedeiro conduzindo a nfo identificagdo de estruturas de
colonizacdo do fungo pelos granuldcitos do hospedeiro, permitindo a livre circulagio
dos propagulos fungicos na hemolinfa.

O estudo de estruturas de colonizagdo tem sido feito para diferentes fungos
entomopatogénicos em diferentes hospedeiros, como por exemplo para Paecilomyces
fumosoroseus (Inch; Humphreys; Trinci, 1986; Vega et al., 1997), Pandora neoaphidis
(Feng et al., 1992), Nomuraea rileyi (Pendland; Boucias, 1991), Trichoderma harzianum
(Mufioz et al., 1995), Merarhizium anisopliae (Kaaya, 1989; Lacey; Lacey; Roberts,
1988; Riba et al., 1986; Zacharuk, 1970; Prasertphon; Tanada, 1968).

Atengdo tem sido dada a fialoconidiogénese enteroblastica de Metarhizium
anisopliae tanto in vitro (Hammil, 1972) como in vivo (Zacharuk, 1970b; Cole,1986),
bem como a descrigio de caracteristicas moleculares quanto ao DNA (Mavrnidou;
Cannone; Typas, 2000; Kang; Park; Lee, 1998), a genes (Smithson et al., 1995; Screen
et al., 1998; Pereira Jr. et al., 1994) e a proteinas (St. Leger; Bidochka; Roberts, 1994a;
Paterson et al., 1994 a, b; Braga, Destéfano; Messias, 1999; Joshi; St. Leger, 1999).

A especificidade de Metarhizium anisopliae tem sido questionada quanto a ser
realmente exclusiva para insetos visto ter sido verificada a lesdo de cérnea e rinite em
humanos (Garcia et al., 1997) e hipersensibilidade seguida de alergia em mamiferos
(Madison et al., 2000 a). Madison et al. (2000b), no entanto, concordaram que diferentes
protocolos podem conduzir a conclusées divergentes.

De qualquer forma, Metarhizium anisopliae tem se despontado como um
bioinseticida promissor (Kaay; Hassa, 2000) e resultados obtidos em laboratorio deverdo

contribuir neste sentido.
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3.3 — Dimorfismo em fungos filamentosos

O micélio pode ser comparado a células no estado indiferenciado de blastula,
condicdo em que toda a sintese macromolecular ¢ dirigida para a manutengdo de um
estado continuo de divisdo celular e ramificagdo de hifa sem qualquer diferenciagio
(Ross, 1979a). Modificagdes no ambiente podem ser traduzidas como um sinalizador
para respostas num nivel de diferenciagido (Banuett, 1998); isto € o que ocorre quando
um esporo passa da condigdo de dorméncia para o crescimento vegetativo, e, uma vez
neste estado, pode responder aos estimulos ambientais com novas estruturas
diferenciadas ou com um novo estado fisiologico celular. A competéncia, a indugio e as
mudangas decorrentes se processam seqiiencialmente e necessariamente (Ross, 1979a).

Cooke; Wipps (1993a) observaram que o ambiente pode conduzir a mudangas
no micélio com respeito a adaptagdo de curto prazo ou a inovagdo de longo prazo, que
sdo manifestadas em trocas entre modos morfologicamente e funcionalmente distintos.
O micélio pode exibir consideravel plasticidade de desenvolvimento por crescer em
novos tipos estruturais, sendo o significado das interagdes entre mecanismos ai presentes
ainda pobremente entendido. Fungos como Fusarium (Cooke, Wipps, 1993b) e a
levedura Wangliella dermatitidis (Kester, Garret, 1995) sdo polimérficos € t€m muitos
variantes, mas a ocorréncia mais comum parece ser o dimorfismo, no qual existe uma
opgao entre dois modos de desenvolvimento.

O ‘dimorfismo para o0 modo de crescimento’ € aquele em que pode haver uma
troca alternada entre o crescimento unicelular (determinado) € o crescimento micelial
(indeterminado); tal possibilidade, em diferentes estagios de vida, permitem ao fungo
explorar as vantagens que o dimorfismo lhe confere, como tolerdncia a estresse e
facilidade de dispersdo dada pela fase leveduriforme unicelular e a capacidade de
penetrag@o em um substrato € posterior colonizagéo dadas pela forma micelial (Cooke;
Wipps, 1993 a).

Além do ‘dimorfismo para modos de crescimento’ (micelial-leveduriforme),
Cooke; Whipps (1993a) alistam dois outros tipos de dimorfismo. Um € o ‘dimorfismo

para a morfologia de micélio’ (efusivo e rapido, ou denso e lento) que interferird na
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exploragdo do ambiente ou na captagdo de fonte de energia; o outro ¢ o ‘dimorfismo
para o crescimento micelial’ (aéreo ou ndo-aéreo, que podem ocorrer simultaneamente).

Neste ponto, parece evidente que mecanismos reprodutivos tenham relagdo com
o dimorfismo. Corroborando esta asser¢io, Cannon et al. (1994) relataram que o
processo de morfogénese na reprodugdio assexual de Aspergillus nidulans envolve a
formacdo de conididforos multicelulares e uninucleados, esporos derivados
mitoticamente, ou conidios, por meio de hifa vegetativa. Segundo os autores, 0 processo
de conidia¢do, entdo, envolve uma troca dimoérfica do crescimento hifal com extensio
polarizada para a adigdo de material para a nova parede celular, para um crescimento
despolarizado e inchamento do conidiéforo. Todos os passos subseqiientes de
desenvolvimento sdo ndo-polares, ou sio um crescimento por brotamento.

Segundo Alexopoulos (1979), a reprodugéo ¢ a formagdo de novos individuos
com todas as caracteristicas tipicas da espécie. A reprodugdo assexual (observada em
Metarhizium anisopliae), algumas vezes denominada ‘somatica’ ou ‘vegetativa’, produz
estruturas especializadas reprodutivas denominadas ‘esporos’, mas, segundo o autor,
uma defini¢do abrangente deveria incluir o método de propagagéo dos novos individuos
(tal como a divisdo simples de um organismo unicelular em duas células filhas, ou de
um talo multicelular em um nimero de fragmentos que cresceriam individualmente).
Assim, os métodos de reprodugio assexual abrangeriam fragmentagéo de hifas, fissdo de
células somaticas em células filhas, brotamento de células somaéticas ou de esporos, €
produgdo de esporos com cada esporo germinando para formar um tubo germinativo que
cresce como micélio.

Alguns fungos empregam a fragmentagiio de hifas como modo normal de
propagagio (gerando ‘artrosporos’); tais fragmentos se comportam como esporos. Se as
células se tornam possuidoras de uma parede grossa antes de se separar, elas sdo
denominadas ‘clamidosporos’. A fragmentagdo pode ocorrer por diversos motivos,
incluindo forcas externas (Alexopoulos, 1979; Nielsen; Krabben, 1995). Alexopoulos
(1979) designa como ‘corpos hifais’ as células miceliais referentes a Entomophorales.

No entanto, Latgé (1988) ao conceituar propagulos fungicos, esclarece que todo
fungo entomopatogénico ¢ caracterizado por um ciclo biolégico bifasico: uma fase

vegetativa e uma fase reprodutiva. Os esporos sdo responsaveis pela sobrevivéncia do
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patégeno durante condiges adversas ou na auséncia de hospedeiros convenientes.
Teoricamente, qualquer propagulo fingico poderia ser considerado para a produgdo de
micoinseticidas. O autor esclarece que em meio sélido, um micélio continuo geralmente
¢ produzido, enquanto que em culturas liquidas (como o interior do corpo de um inseto),
o desenvolvimento do fungo ¢ mais comumente caracterizado pela formagdo de células
semelhantes as leveduras capazes de se reproduzir por fissdo. A terminologia aplicada a
estes propagulos, segundo o autor, depende do grupo sob consideragdo, sendo
denominadas ‘blastoporos’ (Deuteromicetos), ‘corpos hifais’ (Entomophorales,
Coelomicetos), e ‘segmentos de hifas’ ou ‘subtalo’ (Lagenidiales).

Nikawa et al. (1995) adotaram, para se referir ao dimorfismo de Candida
albicans, o termo ‘fase de blastosporo’ como sindnimo de ‘fase blastoconidial’ ou ainda
‘fase leveduriforme’. Tubaki (1966), por outro lado, apos admitir o uso indiscriminado a
que o termo ‘blastosporo’ se submete, fez uma correlagdo entre ‘blastosporo’ e
‘fialosporo’ (que ¢ o tipo de conidiagdo apresentada por Metarhizium anisopliae e
alistada como ‘conidiagio blastica’ por Cole; Nozawa, 1981).

Observa-se aqui que a defini¢do de termos para a caracterizagdo de propagulos
necessita de um padréo a ser adotado. Sigler (1989) relatou os problemas na aplicagdo
dos termos ‘blastico’ e ‘talico’, sendo que pode ser observado um espectrum de
desenvolvimento proveniente da plasticidade morfoldogica indo desde a fragmentagio de
hifas até a extrus@o de uma porgéo de uma hifa ou de uma célula; o autor sugeriu uma
integragdo entre os desenvolvimentos blastico e talico.

Clutterbuck (1969) argumentou que, em Aspergillus nidulans, um “locus”
génico governa a mudanga de hifa para a forma leveduriforme e que tal troca bem
conhecida como ‘dimorfismo’ deve também ter um papel na morfogénese conidial.
Miscke; Chant (1995) propuseram uma analogia entre ‘brotamento’ ¢ ‘germinagio’ de
esporo, bem como entre ‘inicio de ramificag@o de hifa’ e ‘extensfo da extremidade de
hifa’, mostrando que uma ‘mimica’ de brotamento pode existir com genes de selecdo do
sitio de brotamento e do estabelecimento atuando nos processos.

Cole; Nozawa (1981) propuseram que cada fungo conduz a conversdo de fase
com a formagdo de células transicionais com uma mistura de caracteristicas da fase hifal

e da fase leveduriforme, ressaltando que um “continuum” de desenvolvimento existe
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preferencialmente a dois estados exclusivos sugeridos pelo termo ‘dimorfismo’. Haveria,
portanto, segundo os autores, uma plasticidade morfogenética durante a conversdo de
fase.

Em fungdo de seu papel primario no inicio do processo de infec¢do (Zacharuk,
1970 a) esporos tém sido considerados como importantes desde o inicio da histénia do
controle biolégico. Conidios de Deuteromicetos sdo facilmente produzidos em massa em
meio solido sob condi¢es aeradas. Os conidios também podem ser obtidos em meio
liquido, sendo que ai surgem por conidiéforos tipicos provenientes de hifas
diferenciadas (Latgé, 1988) ou diretamente por microciclo de conidiagdo (Maheshwari,
1991).

Podemos dizer, portanto, que os propagulos aéreos de Metarhizium anisopliae
sdo produzidos, de acordo com Cole; Nozawa (1981), por fialoconidiogénese do tipo
blastica (enteroblastica), caracterizando os esporos como ‘blastosporos’; ja propagulos
em meio liquido seriam produzidos por nutro tipo de conidiogénese (enterotalica) ou por
brotamento (que daria origem aos chamados ‘conidios submersos’). Verificar-se-ia,
portanto, dimorfismo dentro de dimorfismo.

Zacharuk (1979 c) verificou que em larvas infectadas com Metarhizium
anisopliae uma diversidade de estruturas filngicas pode ser encontrada. Estas variavam
em tamanho, forma, vacuolarizagdo e modo de desenvolvimento, € apareceram em fases
especificas de infecgio, colonizacgéo e na fase “post mortem” (Messias, 1991). Segundo
o autor, trés estagios estruturais foram vistos ocorrer dentro do corpo do inseto apos a
penetragdo no integumento: a hifa penetrante d origem a ‘corpos hifais’, que se tornam
distribuidos pelo interior do corpo e da origem a uma hifa secundaria em todas as partes
do interior do corpo; o terceiro estigio consiste de células grandes com nutrientes
abundantes armazenados e metabolicamente pouco ativas (que o autor classificou como
‘clamidosporos’) que surgiram apds a morte do hospedeiro.

Estes resultados, no entanto, parecem ndo permitir uma generalizagdo para a
infecgdo por Metarhizium anisoplie, visto que Veen (1968) verificou o aparecimento de
estruturas denominadas de ‘blastosporos’ em hemolinfa de Schistocerca gregaria, sem
qualquer semelhanga com as estruturas vistas por Zacharuk (1970) ou com as obtidas

por Kaaya (1989) em infecgdo de Glossina morsitans morsitans.
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Prasertphon; Tanada (1968) descreveram uma seqiiéncia para o aparecimento
destes propagulos. O dimorfismo morfologico e fisiologico se mostrou, portanto, um
aspecto no processo micotico que deveria também ser estudado in vitro.

Hegedus et al. (1992) verificaram que Beauveria bassiana pode produzir trés
tipos de esporos, a saber, conidios aéreos, conidios submersos e blastosporos, mostrando
que a viruléncia, a hidrofobicidade e a viabilidade destas estruturas variaram, sendo que
os conidios submersos se mostraram melhores agentes como micoinseticidas.

Watters et al. (2000) verificaram que o processo de ramificagéo de hifas é
influenciado néo apenas por eventos na extremidade de hifas, mas pode ser determinado
também pelo ramo que o precede. Nesta visdo, Ross (1979a) enfatiza que um estimulo
para a diferenciagio celular poderia ocorrer em areas localizadas enquanto o restante do
talo continuaria no estado indiferenciado; ainda nfio se sabe ao certo a causa para um
micélio continuo se tornar diferenciado na auséncia de unidades individuais de
organizagdo, nem a causa e os efeitos da diferenciagdo localizada. Adaptando o que foi
mencionado por Ross (1979d), poderiamos dizer que o brotamento lateral parece poder,
portanto, surgir mediante tais condi¢des; os fragmentos poderiam surgir por meio de
uma extremidade de hifa, ou um segmento de hifa, que se desenvolveria em uma
estrutura reprodutiva, ao se separar € se tornar uma entidade especializada, ocorrendo
independente do fato de existir uma compartimentalizagio do nicleo ou de seus
produtos génicos.

Segundo Chiu; Moore (1993) a diferenciagio morfologica sinalizaria a
diferenciagdo funcional. Semelhante a todas as mudangas de morfologia, o dimorfismo
para crescimento esta vinculado ao importante papel que a parede celular exerce (Cooke;
Whipps, 1993a; Pietro; Jorge; Terenzi, 1990), visto que o estresse nutricional e de
superficie influenciam na morfologia (Koch et al., 1982) por intermédio de canais
mecanosensiveis (Sckin, 1995) ou por rearranjo de constituintes de parede (Yokoyama,
et al., 1994). O consequiente metabolismo alterado também poderia conduzir a respostas
dimorficas (Vivier, Lambrechts; Pretorius, 1997) apesar de este nem sempre ser o caso
(Torres-Guzman et a., 1994).

Ingber (1993) mostrou, ao tratar da parede celular, que a arquitetura de

tensegridade traduz mudancas na forma e mobilidade celulares que podem resultar
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também de um modelamento da tensio ¢ remodelamento quimico de um conjunto
molecular, preferencialmente que de uma adigdo ou subtragdo local de partes
individuais. Deste modo a formagdo de padrdes podem ser alterados apenas por um
rearranjo do material ja existente.

Shulman; Johnston (1999) mostraram que independente da grande diversidade
de tipos celulares, mecanismos comuns parecem mediar a resposta polarizada, em que
proteinas especificas estariam envolvidas. O autor reitera a afirmagdo de que celulas
eucaridticas adotam um vasto conjunto de opgdes de morfologias, € estas formas sdo
geralmente importantes para suas fungdes.

Em cultivo submerso, diferentes estruturas celulares podem ser obtidas (Gibbs;
Sviour; Schmid, 2000). O meio de cultivo e as condi¢des de cultivo deveriam permitir
um certo grau de previsdo neste sentido. Esta possibilidade tem sido utilizada por
pesquisadores para estudar o dimorfismo de patogenos baseados na divisdo dos tipos de
dimorfismo relacionados com seus indutores (‘dimorfismo somente para temperatura,
‘dimorfismo para fatores nutricionais e para temperatura’, ‘dimorfismo ou para nutri¢do
ou para ambiente somente’). Muitos patdgenos colonizam seus hospedeiros na fase
leveduriforme, transformando-se em micélio quando o hospedeiro se torna
suficientemente debilitado. Nutrientes e modo de cultivo, portanto, sdo pega-chave para
o estudo detsa troca dimoérfica (Heath, 1995).

Em virtude disto, tém tido isolados alguns genes, fatores de transcrigdo e
proteinas supostamente relacionados com fases especificas do desenvolvimento
dimorfico de Candida albicans (Bailey et al., 1996), Histoplasma capsulatum (Abidi,
Roh; Keath, 1998), Paracoccidioides brasiliensis (Rippon, 1980), , Blastomyces
dermatidis (Rippon, 1980),, Sporotrhrix schenckii (Howard, 1960), Coccidioides immitis
(Rippon, 1980), Cryptococcus neoformans (Madhani; Fink, 1998) e de outros patogenos
humanos.

O meio de cultivo € as condi¢des de cultivo também tém se mostrado efetivos
em desencadear respostas dimérficas em Mucor (Orlowski, 1991; 1995), Aspergillus
nidulans (Harris et al., 1999), Glomerella cingulata (Lingappa; Lingappa, 1969). Em
Metarhizium anisopliae, efeitos de aditivos nos meios de cultivo (Kleespies;

Zimmermann, 1992; 1998; Adamek, 1965; Jenkins; Prior, 1993) tém evidenciado a
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possibilidade do controle de respostas dimorficas em cultivo submerso, sendo que a
eletromicroscopia de algumas estruturas dimoérficas ja foram feitas.

Diferentes indutores ao dimorfismo (pH, didxido de carbbno, aminoacidos,
nitrogénio, temperatura, glicose) t€m sido utilizados para o estudo deste importante
aspecto do desenvolvimento de patdgenos. No entanto, a caracterizagio das respostas ao
nivel molecular pode encontrar dificuldades visto que nem toda mudanga morfolégica
necessariamente requer uma alterag@o na tradugédo de proteinas (Finney; Langtimm; Soll,
1985; Soll; Sonnerborn, 1971), nem alteragdo genética (Harold, 1995). Inversamente, foi
verificado que variagdes nos niveis de mRNA podem apenas refletir as mudangas no
crescimento € ndo estarem relacionados ao dimorfismo celular (Swoboda et al., 1994,
Bossche et al., 1992). Ja Hiatt et al. (1982) verificaram que mudan¢as na morfologia
puderam ser acompanhadas pela alteracdo no sistema de tradugdo de proteinas por
intermédio de fatores de sintese especificos de cada fase de desenvolvimento dimorfico.

Russell et al. (1987) averigiiaram niveis diferentes de metilagdo do DNA no
dimorfismo de Candida albicans o que lhes sugeriu poder existir diferenga significativa
na atividade génica relacionada com cada fase; Reyna-Lopez; Simpson; Ruiz-Herrera
(1997) verificaram que ha diferencas no padrio de metilagdo do DNA que sdo
detectaveis durante a transi¢do dimoérfica de fungos por amplificagdo de polimorfismos
de restri¢do, mostrando a universalidade da metilagdo em fungos ¢ confirmando que a
metilag@o diferencial do DNA ocorreu durante a morfogénese de fungos. Considerando
que a metilagdo do DNA ¢ considerada um dos mecanismos para o controle da atividade
e funcdo genicas, relacionamos o dimorfismo com eventos epigenéticos (Riggs;
Matienssen; Russo, 1996).

Latgé (1988) enfatizou a necessidade de se investigar o dimorfismo exibido por
fungos patogénicos in vitro visto que a multiplicagdo de estruturas leveduriformes
podem facilitar ndo somente a produgdo de massa mas também pode ser um indicativo
da viruléncia da linhagem pois estas estruturas celulares s3o responsaveis por uma
rapida colonizagdo da hemolinfa.

Assim, independente da aplicagdo até desordenada no uso de térmos e conceitos
relacionados ao dimorfismo em fungos, a importdncia do fendmeno € reconhecida para o

estabelecimento de micoses em plantas, humanos € em outros animais.
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3.4 — Eventos epigenéticos em fungos filamentosos

Excelentes progressos no entendimento da arquitetura molecular de fungos tém
sido alcancados num esforgo conjunto de citologistas, geneticistas € bioquimicos.
Embora muitas partes da célula fingica t¢m sido menos estudadas que as de outros
organismos, os fungos sdo bem requisitados para a busca de respostas a perguntas
particulares por causa da disponibilidade de mutantes € do excelente controle dos
processos de crescimento e diferenciagdo (Griffin, 1994d).

Fungos filamentosos representam um excelente modelo para a caracterizagdo
genética ¢ molecular de eucariotos como um todo, e também fornecem um sistema
‘paralelo’ para uma variedade de fungos de importdncia meédica, industrial € em
agricultura, que sdo menos adequados para andlise genética € molecular.

Os cromossomos de fungos s3o estruturados com um complexo de
nucleoproteinas que compdem a regido nucleoplasmica do nucleo, chamada ‘cromatina’.
Pequenas quantidades de RNA também se associam com a cromatina, sendo que cada
cromossomo contem uma molécula de DNA linear em fita dupla (Griffin, 1994 d).

A organizagdo estrutural dos cromossomos tém um importante papel na
regulagdo da fungfo génica (Caddick; Turner, 1993), sendo que variagdes estruturais
podem conduzir a modificagdes no padrdo regulatério. A forma fundamental da
cromatina ¢ obtida do DNA que se apresenta associado com proteinas basicas (histonas
H1, H2A, H2B, H3 E H4) e com proteinas acidas. A principal fungdo das histonas ¢
manter a estrutura terciaria do DNA. O complexo DNA-histona esta organizado em
séries de estruturas repetidas denominadas ‘nucleossomos’ (formados pelas histonas
H2A, H2B, H3 ¢ H4).

A auséncia da histona H1 em alguns fungos implica em uma diferen¢a na
estrutura das fibrilas de cromatina. Os nucleossomas estdo organizados no DNA dentro
de fibras de 10nm de espessura, que apos se condensarem formam estruturas com 30nm
de espessura; a formag3o da fibra de 30nm depende da histona H1 (Griffin, 1994d).

Centromeros e teldmeros s@o duas caracteristicas estruturais dos cromossomos,
sendo essenciais para a replicagio e segregagdo destes. Os centromeros, em geral

contém muitos tipos de seqiiéncias de DNA repetitivo, € os telomeros tém repetigdes
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multiplas de seqiiéncias simples ricas em citosina no final 3’e em guanina no final 5’
(Caddick; Turner, 1993).

Holliday (1990) observou que a genética cresceu da realizac@io da possibilidade
de estudar as leis que governam a transmissdo de genes de gerag@o em geragdo € seus
efeitos fenotipicos, sem a necessidade de qualquer entendimento do processo de
desenvolvimento. Com o passar do tempo, pesquisas caminharam na dire¢do de estudar
o controle da atividade génica relacionado com o desenvolvimento. O autor relembrou
que os pioneiros na Genética do Desenvolvimento foram K. Hardorn e C. Waddington.

Meins (1996) esclareceu que existem dois sistemas de heranga: 1) um ‘sistema
genético’, referente a transmissdo das potencialidades de desenvolvimento entre
geragoes de organismos, € 2) um ‘sistema epigenético’, ou sistema de desenvolvimento,
referente a transmissdo somatica de padrées de expressdo génica. Com base nestas
informagdes, o autor lembrou que o termo ‘mudanga epigenética’ foi introduzido para
denotar alteragdes celulares herdaveis que ndo resultam de modificagdes genéticas
permanentes e diferem das mutagdes classicas. Ressaltou-se que a plasticidade de
desenvolvimento de determinadas estruturas ilustra o ponto importante que se refere ao
fato de que mudangas estaveis ndo sdo necessariamente irreversiveis. A determinagéo do
desenvolvimento ¢ um processo relativo: estados de desenvolvimento estaveis em um
meio ambiente nio s3o necessariamente estavels em outro.

O térmo ‘epigenético’ foi introduzido por Conrad Waddington em 1957 para
descrever mudancgas na expressdo génica durante desenvolvimento (seria o estudo dos
mecanismos do controle temporal e espacial da atividade génica durante o
desenvolvimento do organismo completo).

Henikoff, Matzke (1997) observaram que nos termos atuais, ‘epigenética’ no
sentido utilizado por Waddington se refere a alteragdes na expressio génica sem uma
mudanga na seqiéncia de nucleotideos. Os autores preferiram definir o termo
‘epigenético’ como modificagdes na expressao génica que podem ser herdaveis mas séo
potencialmente reversiveis, incluindo mudangas na estrutura de cromatina e/ou
metilagdo de DNA. ‘Efeitos de posi¢do’ génica remetem também ao fenémeno

epigenético.
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Riggs; Martienssen; Russo (1996) enfatizaram que a ‘epigenética’ € o estudo de
mudangas na fungdo do gene herdaveis mitoticamente ou meloticamente que ndo
envolvem alteragGes na seqiiéncia de DNA. Segundo os autores, o éontrole epigenético
estavel da funcdo génica também é um componente essencial do desenvolvimento
normal dos organismos com células diferenciadas.

O controle da fun¢do génica depende do aparato genético do organismo; no
entanto, a regulacdo da fun¢do génica pode depender também de controle epigenético. O
fendmeno epigenético em diversos organismos compreende um dos mais intrigantes
problemas da genética.

Muitos pesquisadores tém focado suas atengdes no estudo de mutagOes
genéticas. Segundo Riggs; Martienssen; Russo (1996) uma pesquisa revelou que desde o
final da década de 60 ao inicio dos anos 70 do século passado, apenas trés artigos
haviam sido publicados por ano usando o termo ‘epigen€tico’; entretanto, entre 0s anos
1993-1995 mais que 130 artigos por ano tém sido publicados mostrando que o interesse
tem aumentado neste sentido.

Segundo Holliday (1990), as leis do controle epigenético devem ser diferentes
das do controle genético devendo haver: 1) meios de alterar a expressdo génica em um
tempo especifico nas células em desenvolvimento, 2) segregagio das atividades génicas
onde as células filhas tém diferentes estados de desenvolvimento e de diferenciagdo, € 3)
mecanismos para garantir a heranga somatica estavel de um dado conjunto de genes
ativos ou 1nativos.

Riggs; Porter (1996) observaram que uma memdria celular € essencial na
transmissdo de estados determinados para as células filhas. Os autores alistam cinco
mecanismos epigenéticos possiveis: 1) ciclos estaveis de realimentagio (difusdo livre de
fatores agindo em trans), 2) metilagdo de citosina do DNA (com a manutengdo de um
sistema de metilases afetando a ligagdo de proteinas e a fungio da cromatina), 3)
compartimentalizagdo nuclear (separagdo espacial de alelos com estados alternados de
atividade dentro de compartimentos bioquimicamente diferentes, 4) separagdo temporal
por temporizagdo de replicagdo diferencial (replicagdo precoce de cromatina sendo
diferente da replica¢do tardia), e 5) estrutura herdavel de cromatina (complexos de

nucleoproteinas herdaveis somaticamente).
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Estes mecanismos epigenéticos de regulacdo da atividade funcional do gene
conduzem a efeitos no desenvolvimento, sendo que causas diversas podem conduzir a
mecanismos de regulagdo distintos. O silenciamento de genes por estes mecanismos
torna obvio suas importdncias no desenvolvimento. Pressdes exercidas pelo ambiente
podem conduzir ao acionamento destes mecanismos de regulagdo que por intermédio de
transposi¢do de genes (efeito de posigdo) e alteragdes na estrutura e na fungdo de
cromatina v3o modificar os caminhos prescritos geneticamente sem qualquer mudanca
na estrutura do DNA em si (Jablonka; Lachmann; Lamb, 1992).

Os mecanismos epigenéticos de regulacdo génica conduzem a alteracdes no
padrdo de restrigdo e no reconhecimento de seqi€ncias repetidas ou exogenas
(Kobayashi, 1996), modificando padrdes de desenvolvimento; fica dbvio a importdncia
do entendimento destes mecanismos nos processos de diferenciagdo em fungos, visto
que o entendimento da reprodugdo destes microrganismos ¢ fundamental tanto para seu
uso como para seu controle.

Segundo Selker (1997), os mecanismos epigenéticos podem servir como uma
defesa do genoma. Em nicleos hapldides de células sexuais de fungos como Neurospora
e Ascobulus, genes duplicados sdo silenciados por hipermutacio, por metilagio de DNA
ou por ambos os processos. Em alguns casos, 0 DNA introduzido por transformagéo no
genoma de células de Neurospora pode inibir genes homoélogos por um mecanismo de
silenciamento, 0 que parece ser pos-transcricional. O DNA transformante pode disparar
uma nova metilagdo em células vegetativas, conduzindo a um silenciamento
transcricional. As regras que governam o silenciamento em células vegetativas em
fungos ndo sdo definidas, mas sequéncias repetidas parecem ser particularmente
suscetiveis a este processo. O autor observou que Neurospora crassa pode exibir dois
tipos de mecanmismos de silenciamento (RIP e MIP, que sdo mecanismos que detectam
sequéncias duplicadas diretamente € as altera por metilagdo ou por mutagdo de ponto),
além de ‘transvec¢do’ (depende de pareamento génico) e silenciamento associado com
repeticdo em células vegetativas (equivalente ao fendmeno de silenciamento pos-
transcricional em plantas, mas envolvendo uma molécula agindo em trans,

possivelmente um RNA aberrante).
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A metilagdo de DNA pode silenciar células vegetativas em fungos,
aparentemente por interferéncia indireta com a elongagéo da transcrigdo. O controle € a
fungdo da metilag3o ainda sdo pouco conhecidos em fungos, como em outros eucariotos.
No entanto, parece claro que fungos sio sistemas atrativos para o estudo da manutengao
e surgimento de metilagdo, seus efeitos bem como de outros mecanismos genéticos
(Selker, 1997).

Segundo Hagemann; Selker (1996), embora o genoma de Neurospora seja, em
grande parte, nido metilado, certas regides sdo fortemente metiladas; isto néo € restrito a
seqiiéncias simétricas (como, por exemplo, CpG). Os autores enfatizam que uma nova
metilagdo depende de um sinal, que € definido como informagédo presente na seqiiéncia
que atrai a metilagdo para a area; a natureza deste sinal ndo ¢ bem entendida. De acordo
com os autores, a metilagdo pode inibir a express@o génica em Newrospora, mas, ao
menos em tecido vegetativo, ela ndo parece ser essencial, € ndo tem se mostrado como
desempenhando um papel importante neste organismo.

Russo; Lee; Codon (1996), no entanto, observaram que apesar de apenas 1,44%
do total de citosinas serem metiladas no conidio de Neurospora crassa ( e durante o
desenvolvimento de conidio para micélio este namero cai para 0,96%, voltando a 1,6%
na fase estacionaria do desenvolvimento), estima-se que o microrganismo tenha um
potencial para codificar mais de dez mil genes; portanto, 1% de 5-metilcitosinas podem
representar a metilagdo de todas as citosinas de 100 genes diferentes, € o numero de
genes pode ser maior se alguns deles forem apenas parcialmente metilados. Entdo,
segundo os autores, O possivél nimero de genes metilados seria suficiente para
desempenhar um papel importante no desenvolvimento, percebe-se, portanto, a
necessidade do conhecimento da distribui¢do das S5-metilcitosinas no genoma de
Neurospora crassa e também em outros fungos filamentosos.

Segundo Holliday (1990), o estudo dos genes estruturais, seqiiéncias
promotoras, fatores de transcrigio e o padrio da expressdo génica ndo revelam
propriamente o0 mecanismo do desenvolvimento. O autor esclareceu que mecanismos de
controle epigenético devem incluir a heranga de um conjunto de possiveis atividades do
gene em cada célula especializada. Em adigdo ao codigo genético cldssico seria

necessario incluir a superimposi¢do de uma camada adicional de informagio que
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compreendernia parte do material hereditario. O térmo ‘herancga epigenética’ se aplica a
esta descri¢do, e a necessidade de um ‘cdédigo epigenético’ parece ser imprescindivel
(Holliday, 1996).

Caddick; Turner (1993) relataram que duas areas principais tém sido exploradas
com respeito aos estudos da expressdo génica e sua regulagdo em fungos filamentosos,
que s80 ‘processos catabdlicos’ e ‘processos de desenvolvimento’. Muitos trabalhos tem
sido feitos com Newurospora crassa e Aspergillus nidulans por terem disponiveis suas
analises genéticas, pela sua versatilidade metabdlica e pelas facilidades em geral.

Uma interagdo entre sistemas regulatorios € inevitavel, sendo requeridos para a
monitoragdo efetiva do meio ambiente e para evocar uma resposta apropriada. Inameros
genes ja foram identificados como envolvidos nos processos catabdlicos sendo que
nitrogénio, carbono, enxofre, pH, fosfato, aminoacidos, alcoois, nitrato e nitrito, prolina
e purina sdo efetivos nos seus controles (Holliday, 1990). Genes relacionados com
desenvolvimento incluem aqueles envolvidos nos passos da formag&o de conidiéforos.

Um componente critico de qualquer sistema regulatério ¢ o mecanismo pelo
qual sinais do meio ambiente s@o monitorados e comunicados para uma molécula
regulatdria. Em geral, os sistemas regulatorios elucidados de Aspergillus nidulans por
analise genética parece ndo envolver uma cascata interativa de moléculas regulatorias,
significando que moléculas regulatorias monitoram o ambiente diretamente ( Caddick;
Turner, 1993).

A indugdo ao desenvolvimento de Aspergillus nidulans ocorre quando uma
cultura submersa € transferida para um meio solido. A aquisi¢do de competéncia ao
desenvolvimento tem sido encarada como endogenamente determinada e estando sob
controle genético (Caddick; Turner, 1993). No entanto, Taname et al. (1983) e Fieldes;
Amyot (1999) notaram que o tratamento de hifas com 5-Azacitidina (um analogo da
citidina que age como potente inibidor da enzima Metiltransferase de DNA) produziu
uma alta proporgdo de linhagens com o fendtipo mutante “fluffy” caracterizado pela
auséncia de hifa aérea e por um elevado numero de conidiéforos por unidade de area.
Taname et al. (1983) observaram que o locus fluF se mostra parcialmente metilado e se

torna completamente metilado na hifa madura, conduzindo a aquisi¢do de competéncia
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para desenvolvimento; o tratamento da hifa com 5-Azacitidina removeu os grupos metil,
permitindo a perda de competéncia para desenvolvimento € ao fenétipo “flufty”.

Timberlake; Barnard (1981) verificaram existir um bloco de genes (spoC1) que
codifica para nove transcritos independentes, oito dos quais especificos para esporos €
um que se acumula nas fidlides de Aspergillus nidulans; os autores aventaram a hipotese
de que a estrutura de cromatina-DNA esteja envolvida neste bloco regulatono, visto que
‘efeitos de posi¢do’ apoiaram esta idéia.

O silenciamento de genes por mecanismos epigenéticos € um importante
controle transcricional de repressio independente de genes e dependente da posigio
génica. Em leveduras, o silenciamento transcricional ¢ o fendmeno epigen€tico mais
bem estudado, sendo que a estrutura de cromatina influencia a expressdo de grandes
regides do genoma (Scherman; Pillus, 1997).

Diferentes niveis de metilagdo de DNA nas formas micelial e leveduriforme do
fungo dimérfico Candida albicans foram verificados por Russell et al. (1987), sendo
duas vezes maior na células da forma micelial que nas células em forma de levedura; no
entanto, segundo os autores, este fato nio necessariamente representa diferenca na
atividade génica.

Soll (1992) verificou que a expressio do dimorfismo de Candida albicans
resulta em mudancas complexas no fenétipo e pode potencialmente afetar mais que um
aspecto da fisiologia, morfologia ou viruléncia. O autor ressaltou que mecanismos
epigenéticos e a herdabilidade de estados epigenéticos alternativos devem ser
considerados, pois células geneticamente equivalentes expressam fenotipos alternativos
herdaveis. A heterocromatizagio foi também ressaltada, sendo que a existéncia de dois
estados alternativos (estado de silenciamento e estado relaxado) para genes regulatorios
posicionados proximos desta regiio também foi aventada como um modelo de
mecanismo de regulagdo epigenética.

Reyna-Lopez; Simpson; Ruiz-Herrera (1997) verificaram que o padrdo de
metilagdo do DNA pode se alterar durante transigdes dimorficas, sendo que metilagdo
diferencial de DNA pode ser tida como universal em fungos € como um evento que
ocorre durante a morfogénese, o que foi confirmado com a determinag@o da metilagdo

de DNA em fungos dimorficos representativos dos maiores taxas de fungos (Mucor
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rouxii, um zigomiceto, Yarrowia lipolytica, um ascomiceto;, Ustilago maydis, um
basidiomiceto).

Harold (1995) enfatizou que a morfogénese ndo € apenas blocos de constru¢do
molecular, mas trata-se de uma construg@o de estruturas complexas em uma escala maior
em que processos, além de genes e produtos génicos estdo envolvidos numa escala
celular que gera a forma (micrometros para milimetros). O autor esclareceu que estes
processos sdo necessariamente epigeneticos, requerendo acdo conjunta de grandes
nameros de moléculas, produzindo- efeitos que sdo direcionais e localizados tanto no
espagco como no tempo. Isto, segundo o autor, conduz o estudo da morfogénese para o
dominio dos fisiologistas que estudariam sistemas complexos; n3o seria possivel
entender como as formas sdo herdadas at€¢ compreender como sio produzidas.

Nesta mesma linha de raciocinio, Moore (1998) relatou que a morfogénese nao
¢ definida simplesmente por um programa genético pré-definido: a expressdo de genes
importantes para o desenvolvimento € epigenética, dependente do tempo e do espago.
Muitas hifas diferenciadas requerem reforgo de suas ‘instrugdes’ de diferenciacéo; este
reforgo seria parte do contexto quimico, elétrico e estrutural/mecanico (ambiente) dentro
do qual elas se desenvolvem normalmente. Ressaltou-se, também as palavras-chave de
cada estagio de desenvolvimento de fungos: ‘competéncia, indugdo € mudanga’. A
morfogénese ¢ um evento compartimentalizado em um conjunto de sub-rotinas que sio
distintas geneticamente e fisiologicamente. A flexibilidade na expressdo destas sub-
rotinas de desenvolvimento ilustra que a tolerancia na precisio € um importante atributo

da morfogénese de fungos.
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4 - MATERIAL E METODOS:

4.1 - Linhagens utilizadas

As linhagens de Metarhizium anisopliae var. anisopliae utilizadas nos
experimentos € mostradas nos quadros 4.1 e 4.2 se encontram armazenadas no Banco de
Germoplasma de Fungos Entomopatogénicos do Departamento de Genética e Evolugdo

da Universidade Estadual de Campinas, SP.

Quadro 4.1 — Linhagens selvagens utilizadas nos experimentos com respectivos hospedeiros
e local de origem

Linhagem Identificagao™ Hospedeiro e origem
E9 ARSEF 925 (ATCC Deois flavopicta (Espirito Santo, Brasil)
60335)
3609 IMI (191 - 614) Patanga succincta (Tailandia)

* Collection of Entomopathogenic Fungal Cultures (ARSEF — Catalog of Strains)

O quadro 4.2 mostra as linhagens com deficiéncia nutricional (auxotroéficas), as
quais apresentavam caracteristicas morfoldgicas provenientes de alteragdo genética
induzida a linhagem E9 por luz ultravioleta (Messias, 1980). Neste quadro, piro™, paba
e tia  referem-se as deficiéncias nutricionais para piridoxina, acido para-

aminobenzodico e tiamina, respectivamente.
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Quadro 4.2 — Linhagens mutantes isoladas da E9 utilizadas nos experimentos, com suas
respectivas marcas morfologicas para auxotrofia e cor de esporo *

Linhagens mutantes Marcas morfolégicas
Y5 piro [ amarelo*
B/vi tia  / branco
X/vi | paba / violeta

4.2 - Manutencao das linhagens

As linhagens foram mantidas em placas de Petri com meio de cultivo sélido
MMS ou MMS™ (itens 4.9.2 € 4.9.4) a 28°C; ap6s completa esporulagio as placas foram
mantidas em refrigerador; a cada 15 dias novas placas foram feitas tendo sido inoculadas

com as linhagens e mantidas como descrito.
4.3 - Inseto utilizado
Quando foi requisito experimental, utilizou-se larvas da "mosca-das-frutas”
Anastrepha fraterculus com cerca de 10 dias de desenvolvimento. As larvas foram
obtidas junto ao Laboratorio de Diversidade Genética, no Departamento de Genética e
Evolucio, Instituto de Biologia da Universidade Estadual de Campinas, SP.
4.3.1 - Avalia¢ido dos parametros de interesse da hemolinfa

4.3.1.1 - Extraciao da hemolinfa das larvas

Apds serem submetidas a devida limpeza externa, as larvas foram utilizadas

para a extragdo de sua hemolinfa: os tecidos de revestimento dos corpos foram rompidos
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com auxilio de seringa com agulha 30G 5/16" (B-D, Ultra Fine, Micro Bonded; Becton
Dickinson and Company), permitindo-se o extravasamento da hemolinfa em placa de
Petri esterilizada tanto contendo ou nédo anticoagulante (item 4.8.16). Este procedimento

se deu sempre no momento do uso da hemolinfa nos experimentos onde foi requerida.

4.3.1.2 - Osmolalidade e pH

Um volume entre 5 pul e 10ul de hemolinfa foi colocado em microtubos tipo
Eppendorf para a realizagdo das medidas.

O pH da hemolinfa foi determinado tanto com o eletrodo de medidor de pH
(6200 pHmeter, Beckman Instruments, Inc. Fullerton, CA, USA) como com papel para
medida de pH (Carta Indicatrici di pH — Scala pH 0-14; Carlo Erba, Reagenti).

A osmolalidade da hemolinfa foi avaliada em um osmémetro 5100C Vapor

Pressure Osmometer.

4.3.1.3 - Inoculacio dos esporos nas larvas

Larvas sadias foram colocadas sobre a linhagem E9 inoculada em placas
contendo meio de cultivo MCS (item 4.9.7). Apos alguns minutos em que se permitiu as
larvas ficarem suficientemente envolvidas com esporos do fungo, estas foram
transferidas para frascos cilindricos contendo alimento apropriado e vedados o suficiente
para permitir entrada de ar . Os frascos foram mantidos em ambiente esterilizado e

umido com temperatura controlada em 28°C.

4.3.1.4 - Obtencio do material para avaliacdo dos propagulos

fungicos na hemolinfa

Ao se completarem cerca de 4 dias apds a inoculag@o dos esporos nas larvas, a
hemolinfa foi extraida como descrita no item 4.3.1. Aliquotas foram colocadas sobre

lamina posteriormente coberta com laminula e levadas a0 microscopio para observagao.
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4.4 - Métodos de analise

O material retirado para analise proveniente de placas, frascos ou tubos foi

convenientemente tomado em trés repetigdes, no minimo.
4.4.1 - Métodos visuais: macroscopia e microscopia

Inspecgdo visual foi utilizada nas analises das placas e dos frascos (esporulagéo,
cor do tapete micelial, cor do meio de cultivo, crescimento € conseqiiente alteragdo de
massa micelial) como complemento da avaliagdo microscopica feita das aliquotas
retiradas destas mesmas placas e frascos. Empregou-se microscopia de luz (D-7082
Oberkochen, Carl Zeiss, Germany) com o instrumento igualmente regulado para todas as

analises, também na avaliagdo da hemolinfa quando necessario.

4.4.2 - Métodos estatisticos

Medidas de dispersio dos valores obtidos pela execugdo dos experimentos
foram estudadas pela Analise de Varidncia para Dois Fatores (ANOVA); prosseguiu-se
com o Teste de Dunnett para estimativa do contraste entre valores médios (Piedrabuena,
1996). Curvas de Correlagdo ¢ de Regressdo (linear, quadratica e / ou cubica) foram
elaboradas para complementar as outras analises feitas (Minitab for Windows — MiniTab
Inc., State College, PA - USA). Graficos foram tragados visando melhor determinar,

juntamente com as tabelas de dados, os resultados e suas abrangéncias.
4.4.3 - Métodos eletroforéticos

A composi¢do de proteinas do material sob analise foi avaliada por
cromatografia em gel de sulfato-poliacrilamida 8 - 10% (SDS-PAGE) como descrito por
LaemmLi (1970). A coloragdo dos géis variou de acordo com o requisito experimental
(Bradford, 1976; Miedel; Hulmes; Pan, 1989; Acree; Snoff;, Spittstoesser, 1971; Gomes,
1995).
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4.5 - Critérios para identificacio da morfologia dos propagulos a nivel de

microscopia

Apés transcorrido certo numero de horas da inoculagdo das linhagens nos meios
de cultivo, o crescimento das linhagens foi verificado também pelo desenvolvimento
associado aos varios niveis de diferenciacido. Com o auxilio de microscopio, as
diferengas morfoldgicas dos propagulos contidos nas aliquotas coletadas dos frascos sob
experimento puderam ser avaliadas. Todas as observagOes foram feitas a fresco, por
exame direto das amostras sobre ldminas de vidro cobertas com laminula. Tamanho e
desenvolvimento dos propagulos das linhagens foram analisados por comparagdo com
aqueles tipicos provenientes dos meios de cultivo usados como referéncia. Os critérios
utilizados para a identificagdo morfoldgica dos propagulos se basearam em observagdes
particulares bem como em comunicagdo pessoal com pesquisadores e em literatura
corrente (Alexopoulos; Mims, 1979; Praserptphon; Tanada, 1968; Zacharuk, 1970;
Veen, 1968; Cole; Nozawa, 1981).

4.5.1 - Conidios Aéreos

Foram considerados conidios aéreos todas as estruturas originarias por
blastoconidiogénese de Metarhizium anisopliae. Tamanho e germinagdo dos
fialoconidios tipicos das linhagens puderam ser avaliados € tomados como referéncia

apos desenvolvimento nos diferentes meios de cultivo considerados como referéncia.

4.5.2 - Conidios Submersos

Foram considerados conidios submersos as estruturas morfologicamente
semelhantes aos fialoconidios que surgiram no meio de cultura sem que houvesse
desenvolvimento de estruturas aéreas; o aparecimento de hifas conidiogénicas submersas

também puderam auxiliar na identificagéo.
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4.5.3 —~ Fragmentos de hifas

Os propagulos considerados como fragmentos foram os que apresentaram

estruturas semelhantes a artrosporos.
4.5.4 - Clamidosporos

Foram considerados clamidosporos os propagulos grandes e esféricos, de
parede espessa, que se originaram ou da extremidade de hifas (clamidosporos terminais)

ou de cadeias (clamidosporos intercalares).
4.5.5 - Propagulos Roseos (“ PR ”)

Foram assim considerados os propagulos pequenos € esféricos que tanto

puderam ser observados dentro das hifas como livres em determinados meios de cultivo.

4.6 - Separacao dos propagulos

O meio de cultivo para se observar o aparecimento dos propagulos foi filtrado
ou em malha de algoddo (tipo “Miracloth”) esterilizada e duplamente dobrada ou em
camada triplice de gaze esterilizada. Quando necessario, o filtrado foi mantido em
agitador orbital (150rpm, 28°C) para o acompanhamento do desenvolvimento dos
propagulos ai presentes. Quando o experimento assim o exigiu pdde-se também fazer a
aplicagio de aliquotas do filtrado (em gotas e posterior espalhamento) em placas

contendo meio de cultivo adequado; o armazenamento das placas se deu em estufa

regulada para 28°C.
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4.7 - Esterilizacao

Quando houve necessidade, os experimentos foram conduzidos num ambiente
esterilizado, a saber, em fluxo laminar vertical. O material em vidro foi lavado, seco em
estufa (80°C), devidamente tampado e/ou embalado € posteriormente esterilizado em

forno (180°C) ou em autoclave .

A esterilizagdo das solugdes € os meios de cultivo a serem utilizados se acham

nas descrigdes dos mesmos.

As expressdes “autoclavagem™ e “esterilizagdo em autoclave” se referem a

esterilizagdo em vapor imido sob latm de pressdo, 121° C, por 20 minutos.

4.8 - Reagentes e solucdes
4.8.1 - Solugiio-estoque de Acido Lactico (10%)

Acido lactico 10mL
Meio MM (item 4.9.1) até¢ completar 100mL

A solug@o foi distribuida em frascos que foram devidamente tampados e
submetidos a autoclave. O armazenamento se deu sob refrigeracio em 10°C até o

momento do uso.
4.8.2 - Solucao-estoque de Inositol (12%)

Inositol 1,2¢
Meio MM (item 4.9.1) até completar 10mL

A solugdo foi distribuida em frascos que foram devidamente tampados e
submetidos a autoclavagem. O armazenamento se deu sob refrigeragéo em 10°C até o

momento do uso.
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4.8.3 - Solucdo-estoque de Milhocina ("'corn steep liquor")

Volumes aproximados de 100 mL de milhocina (Centro Plunidisciplinar de
Pesquisas Quimicas, Biolégicas e Agricolas - CPQBA, Campinas, SP) foram filtrados
em gaze dupla triplamente dobrada e distribuidos em frascos com capacidade
volumétrica de 250 mL. Apds serem devidamente tampados, os frascos foram

esterilizados em autoclave e posteriormente mantidos sob refrigeragdo a 10°C at€ o

momento do uso.

4.8.4 - Solucao-estoque de Aminoacidos

Visando elaborar uma solugdo contendo os aminoacidos em suas respectivas
proporgdes presentes no meio para Cultura de Células de Insetos (Grace, 1960),

combinou-se:

Arginina HCl 0,7g
Acido Aspartico 0,35¢
Asparagina 0,35¢g
Alanina 0,225g
Acido Glutdmico 0,6¢g
Glutamina 0,6g
Glicina 0,65¢g
Histidina ' 2.5¢
Isoleucina 0.05¢g
Leucina 0,075g
Lisina HCl1 0,625g
Metionina 0,05g
Prolina 0,35¢
Fenilalanina 0,15¢
Serina . 1,1g
Triptofano 0,1g

Treonina 0,175¢g
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Valina 0,1g
CistinaHCl 0,025¢
Tirosina 0,05¢
Agua destilada 1000mL

A solugdo, filtrada em membrana esterilizada de éster de celulose com 0,22 um
de poro (Millipore), foi armazenada em frascos esterilizados tipo Erlenmeyer

convenientemente tampados € mantidos sob refrigeragdo até o momento de uso.
4.8.5 - Solucao-estoque de Sulfato de Amonio (100mM)

Sulfato de amoénio 667 mg

Meio MM (item 4.9.1) até completar 50 mL

A solugédo foi filtrada em membrana esterilizada de éster de celulose com 0,22
pm de poro (Millipore), colocada em frascos com capacidade volumétrica de 125 mL
esterilizados, que foram devidamente tampados. Seguiu-se com o0 armazenamento

refrigerado em 10 °C até o momento do uso.
4.8.6 - Solucio-estoque de Glicose

Glicose 740g
Agua destilada até completar 1000 mL

O pH foi ajustado para 6,8 com NaOH 2N ou com HCl IN. A solugdo foi
distribuida em frascos que foram devidamente tampados e submetidos & autoclavagem.
Seguiu-se com o0 armazenamento refrigerado em 10°C até o0 momento do uso.

4.8.7 - Solugao-estoque de Colageno (10%)

Colageno em pé 2g
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Meio MM (item 4.9.1) at¢ completar 20mL

A solugdo de colageno (Ao Pharmacéutico, Farmacia de Manipulagio;
Campinas, SP) foi filtrada em membrana esterilizada de éster de celulose com 0,22 pm
de poro (Millipore), colocada em frascos esterilizados que foram devidamente tampados.

Seguiu-se com o armazenamento refrigerado em 10 °C até o momento do uso.
4.8. 8 - Solucio-estoque de Gelatina (10%)

Gelatina em po 2g
Meio MM (item 4.9.1) até completar 20mL

A gelatina usada (Ao Pharmacéutico, Farmacia de Manipulagdo, Campinas,
SP), foi incolor e isenta de agucar. A solugdo foi distribuida em frascos devidamente

tampados, seguiu-se com a esterilizagdio em autoclave e posterior armazenamento

refrigerado em 10 °C até o momento do uso.

4.8.9 - Solucao-estoque de Vitaminas

Acido nicotinico 100mg

Acido para-aminobenzéico 10mg

Tiamina 50mg

Biotina 0,2mg

Cloridrato de Piridoxina 50mg

Riboflavina 100mg

Agua destilada até completar 100mL

A solugdo foi distribuida em frascos que foram devidamente tampados e
submetidos a esterilizagdo em autoclave. Seguiu-se com o armazenamento refrigerado

em 10°C até o momento do uso.
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4.8.10 - Solucio-estoque de Lecitina de Soja (25%)

Lecitina de soja (po) 5g
Meio MM (item 4.9.1) até completar 20mL

De acordo com o requisito experimental a solugdo de lecitina de soja (Nova
Natural Farmdcia de Manipulagdo Ltda.; Campinas, SP) foi distribuida em frascos que
foram devidamente tampados e submetidos a estenilizagdo em autoclave, ou foi filtrada
em membrana esterilizada de éster de celulose com 0,22 pm de poro (Millipore),
distribuida em frascos esterilizados que foram devidamente tampados. O

armazenamento se deu sob refrigeracdo em 10°C até o momento do uso.

4.8.11 - Solucao Salina

NaCl 8,5¢g
Agua destilada até completar 1000mL

A solucio foi distribuida em frascos que , apds serem devidamente tampados,
foram esterilizados em autoclave. O armazenamento se deu sob refrigeragdo em 10°C

até o momento do uso.

4.8.12 - Solucio-estoque de Tiamina

Tiamina 50mg

Agua destilada até completar 100mL

A solugido distribuida em frasco devidamente tampado foi esterilizada em

autoclave. O armazenamento se deu sob refrigeragdo em 10°C até o momento do uso.
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4.8.13 - Solugio-estoque de Piridoxina

Cloridrato de Piridoxina 50mg
Agua destilada até¢ completar 100mL

A solugiio distribuida em frasco devidamente tampado foi esterilizada em

autoclave. O armazenamento se deu sob refrigeragdo em 10°C até¢ o momento do uso.

4.8.14 - Solu¢do-estoque de Acido para-Aminobenzoéico (PABA)

PABA 10mg
Agua destilada até completar 100mL

A solugdo distribuida em frasco devidamente tampado foi esterilizada em

autoclave. O armazenamento se deu sob refrigeragdo em 10°C até o momento do uso.

4.8.15 - Solucées e procedimento para obtencio de metil-Viologen

Reduzido (MVH) - (Skyring; Trudinger, 1972)
e Soluciao de TRIS.HC1 1M
TRIS 3,63g
Agua destilada até completar 30mL
Ajustou-se o pH para 6,8 com HCl.

e Solucao de Sulfato de Ferro 20mM

FeSOs. 7H,0 168 8mg
Agua destilada até completar 30mL
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e Solucio de Acido Nitrico 2M
HNO; 0,77mL

Agua destilada até completar SmL

Esta solugdo necessita de cuidadoso manuseio em capela de exaustio.

¢ Redu¢io do metil-Viologen

Solugdo TRIS.HCl 1M 3,3mL

Solug¢do de FeSO,.7H,O 3,3mL

Metil viologen (MV) 0,0396¢

Agua destilada até completar 33mL

Foi borbulhado N, gasoso livre de oxigénio. Aproximadamente 1g de limalha
de ferro foi limpa com a Solugdo de HNOs, e o recipiente foi imediatamente tampado.
Ap6s 5-15 minutos de suave agitagéo, 0 MV reduzido (MVH) devera aparecer em cor

azul-violeta.

4.8.16 - Anticoagulante para a Hemolinfa
(Cold-Buffered Insect Saline — BIS)

HEPES ' S0mM

NaCl 130mM

KCl 5mM

CaCl, 20mM

Mg Cl, 5mM

Citrato de Na 10mM

Agua Destilada até completar 100mL

Apos o ajuste do pH para 6,5 a solugdo foi submetida & esterilizagdo em

membrana esterilizada de é€ster de celulose com 0,22 um de poro (Millipore) e colocada
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em frasco esterilizado que foi devidamente tampado. O armazenamento se deu sob

refrigeragdo em 10 °C até o momento do uso.
4.8.17 - Tampao Fosfato 0,1M

KH,PO4 0,IM
Agua destilada até completar 1000mL

O pH foi acertado para 7,0 seguindo-se com a esterilizagdo em autoclave. O

tampdo foi entdo mantido sob refrigeragdo a 10°C até o momento de uso.
4.8.18 - Composicao da Milhocina ('""Corn Steep Liquor'')

Alistou-se abaixo 0s compostos existentes na milhocina ("corn steep liquor") €

suas respectivas concentragdes aproximadas:

Agua 55,0%
Acido Latico 10,0%
Oleo 1,0%
Proteina 22.0%
Cinzas 4.5%
Acucares Redutores 4,0%
Soluveis 3,0%
Carboidratos 7.5%
AMINOACIDOS:

Alanina 1,8%
Arginina 1,1%
Acido Aspartico 1,4%
Cistina 0,8%

Acido Glutidmico 3,5%



Treonina
Glicina
Histidina
Isoleucina
Leucina
Lisina
Triptofano
Metionina
Fenilalanina
Prolina
Serina
Tirosina

Valina

VITAMINAS:
Biotina

Colina

Inositol

Niacina

Acido Pantoténico
Piridoxina
Riboflavina

Tiamina

MINERAIS:
Calcio
Cobre
Manganeés
Ferro
Magnésio

Potassio

0,9%
1,1%
0,7%
0,7%
2,0%
0,8%
0,05%
0,5%
0,8%
2,0%
1,0%
0,5%
1,2%

0,3mg/kg
3500mg/kg
6000mg/kg

80mg/kg
15mg/kg
9mg/kg
6mg/kg
3mg/kg

0,14%
15mg/kg
20mg/kg
100mg/kg
0,6%
2,8%

55
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Sodio
Fosforo
Selénio
Zinco
Enxofre

4.9 - Meios de cultivo

4.9.1 - Meio Minimo Liquido (MM)
(Pontecorvo et al., 1953)

NaNOs;

KCl
MgS0,.7H,0
KH2PO,
Glicose
FeSO,.7H,0
ZnS04.7H,0
Agua destilada

0,1%
1,8%
0,3mg/kg
60mg/kg
0,6%

6g
0,52¢g
0,52¢g
1,52 ¢
10g
tragos
tragos

até completar 1000 mL

O pH foi ajustado para 6,8 com NaOH 2N ou com HCI IN. O meio de cultura

foi distribuido em frascos de capacidade volumétrica igual a 250 mL, tampados €

levados a esterilizagdo em autoclave. Os frascos foram, entdo, mantidos sob refrigeragdo

a 10°C até o momento de uso.
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4.9.2 - Meio Minimo Sélido (MMS)
(Pontecorvo et al., 1953)

Ao meio minimo liquido, antes de ser esterilizado, foram acrescentados 15 g de
agar quando houve a necessidade de que este meio seja solido. Os frascos foram, entdo,

mantidos sob refrigerag@o a 10°C até 0 momento de uso.
4.9.3 - Meio Minimo sem Glicose (MM)

Do meio minimo liquido (item 4.9.1) foi retirada a glicose antes do ajuste do
pH, que posteriormente foi acertado para 6,8 com NaOH 2N ou com HCI IN. O meio de
cultura foi distribuido em frascos de capacidade volumétrica igual a 250 mL tampados e

levados a esterilizagdo em autoclave. Os frascos foram entdo mantidos sob refrigeragéo a

10°C até o momento do uso.
4.9.4 - Meio Minime com Suplemento Nutricional para Auxotrofia:
4.9.4.1 - Meio Minimo Liquido com Suplemento (MM")

Ao MM (item 4.9.1)foi acrescentado 0,05 mL da Solu¢io de Acido para-
aminobenboico (item 4.8.16), ou 0,05 mL da Solugdo de Tiamina (item 4.8.12),0u 0,05
mL da Solugdo de Piridoxina (item 4.8.13) por frasco, no momento do uso.

4.9.4.2 - Meio Minimo Sélido com Suplemento (MMS")
Ao MMS (item 4.9.2), foi acrescentado 0,05 mL da solugdo de acido para-

aminobenbodico, ou 0,05 mL da solugdo de tiamina, ou 0,05 mL da solugdo de

piridoxina, por placa no momento do uso (itens 4.8.12, 4.8.13, 4.8.14).
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4.9.5 Meio Minimo com Suplemento Nutricional para Auxotrofia e sem

Glicose

Do Meio MM foi retirada a glicose antes da esterilizagdo.

4.9.6 - Meio Completo Liquido (MC)

Ao MM (item 4.9.1) foram acrescentados os seguintes reagentes:

Peptona de caseina 2¢g
Extrato de levedura 0,15¢g
Caseina hidrolisada 15¢
Solug¢do de vitaminas 1,0 mL

O pH foi ajustado para 6,8 com NaOH 2N ou com HCI IN. O meio de cultura
foi distribuido em frascos de capacidade volumétrica igual a 250 mL tampados ¢ levados
a esterilizagfio em autoclave. Os frascos foram, entdo, mantidos sob refrigeragdo a 10°C

até o momento de uso

4.9.7 - Meio Completo Sélido (MCS)
(Pontecorvo et al., 1953)

Ao meio completo liquido (MC), antes de ser esterilizado, foram acrescentados
15 g de 4gar quando houve a necessidade de que este meio seja sélido. Os frascos foram

entio mantidos sob refrigeragdo a 10°C até o momento do uso.
4.9.8- Meios com Farinha de Milho e/ou " Corn Meal Agar "
4.9.8.1- Meio com Farinha de Miltho (FM)

Farinha de milho 35g
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Agua destilada até completar 1000mL

O meio assim preparado foi deixado em repouso por 1h, com eventual agitacdo.
Seguiu-se com a filtragdo em filtro de tecido, ajuste do pH para 6,8 com NaOH 2N ou
HCl1 1N e distribuigdo em frascos que foram devidamente tampados e submetidos a
esterilizagdo em autoclave. O armazenamento se deu sob refrigeracdo em 10 °C até o

momento do uso.
4.9.8.2- Meio com "Corn Meal Agar' (CM)

Corn meal agar (SIGMA) 17g
Agua destilada até completar 1000mL

O meio assim preparado foi deixado em repouso por 1h, com eventual agitacdo.
Seguiu-se com a filtragdo em filtro de tecido, ajuste do pH para 6,8 com NaOH 2N ou
HCI1 1IN e distribuigdo em frascos que foram devidamente tampados e submetidos a

esterilizagdo em autoclave. O armazenamento se deu sob refrigeragdo em 10 °C até o

momento do uso.

4.9.8.3- Meio com Glicose e com Farinha de Milho ou "Corn Meal

Agar" (GIiFM; GliCM)

Aliquotas de 1mL do Meio com Farinha de Milho bem como do Meio Com
"Corn meal Agar" foram combinadas com 18mL de meio com 35¢g/1 de glicose em um
volume final de 20mL. Procedeu-se, no momento do uso, com a distribui¢do em frascos

esterilizados.
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4.9.9 - Meios com Fosfolipideos
4.9.9.1 - Meio com Fosfolipideos (I)

Gema de ovo cozida g

MM até completar 100mL

A gema de ovo foi acrescentada a 100 mL do meio MM no momento do uso. O
recipiente onde se deu a mistura foi devidamente agitado, € serviu como fonte para

obtencio de aliquotas distribuidas posteriormente em outros frascos.
4.9.9.2 - Meio com Fosfolipideos (II)

No momento do uso, 2mL de gema de ovo crua foram acrescentados ao MM
totalizando um volume final de 100mL. O meio foi filtrado em membrana esterilizada de
éster de celulose com 0,22 um de poro (Millipore) e colocado em frascos esterilizados

que foram devidamente tampados.
4.9.10 - Meios com Extrato de Levedura e Glicose

Em todos os trés meios alistados abaixo o pH foi ajustado para 6,8 com NaOH
2N ou HCI 1IN e seguiu-se com a distribuigido em frascos que foram devidamente

tampados e submetidos a esterilizagdo em autoclave. O armazenamento se deu sob

refrigeragdo em 10°C até o momento do uso.
4.9.10.1 - Meio YG
Extrato de levedura 20g

Glicose diferentes concentragdes

Agua destilada até completar 1000mL
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A glicose foi adicionada para se ter concentragdes finais de 1%, 2%, 4%, 6%,
8% e 10%.

4.9.10.2 - Meio YGSal

Ao Meio YG com 1% de glicose acrescentou-se os sais presentes no meio MM

(item 4.9.1).

4.9.10.3 - Meio VitGSal

Do Meio YG foi retirado o extrato de leveduras e acrescentadas as vitaminas €

os sais presentes no meio MC (item 4.9.6).

4.9.11- Meios com Extrato de Levedura e sem Glicose

4.9.11.1- Meio YSal

Do Meio YG (item 4.9.10.1) foi retirada a glicose € acrescentados os sais
presentes no meio MC (item 4.9.6). O pH foi ajustado para 6,8 com NaOH 2N ou HCl
IN e seguiu-se com a distribuig¢do em frascos que foram devidamente tampados e
submetidos a esterilizagdo em autoclave. O armazenamento se deu sob refrigeragdo em

10°C até 0 momento do uso.

4.9.11.2- Meio YSacarose

Do Meio YG (item 4.9.10.1) foi retirada a glicose ¢ acrescentada sacarose na
mesma proporgdo. O pH foi ajustado para 6,8 com NaOH 2N ou HCl IN e seguiu-se
com a distribuicdo em frascos que foram devidamente tampados e submetidos a
esterilizagdo em autoclave. O armazenamento se deu sob refrigeragdo em 10°C até o

momento do uso.
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4.9.12 - Meio Agar-Nutriente

Extrato de carne seca 3g

Peptona de caseina 5¢g

NaCl g

Agar 15¢

Agua destilada até completar 1000mL

O pH foi ajustado para 6,8 com NaOH 2N ou HCI 1IN e seguiu-se com a
distribui¢io em frascos que foram devidamente tampados e submetidos a estenlizagdo
em autoclave. O armazenamento se deu sob refrigeragcdo em 10°C até o momento do

uso.

4.9.13 - Meio CS

Com base no meio descrito por Adamek (1965), a composi¢do do Meio CS foi
a que se segue.

No momento do uso, aliquotas da Solugcdo de Milhocina (item 4.8.3) foram
adicionadas ao meio MM ou aos meios MM, a fim de se obter concentragdes finais de
1%, 3%, 5%, 7%, e de 10%, de acordo com o requisito experimental.

Ao meio liquido CS, antes de ser esterilizado, foram acrescentados 15 g de agar
quando houve a necessidade de que este meio fosse solido. Os frascos foram entdo

mantidos sob refrigeragdo a 10°C até o momento de uso.

4.9.14 - Meio com Cloreto de Sodio

NaCl 9,2¢g
Meio MM (item 4.9.1) até completar 1000mL

Cerca de 1/2 do volume teve seu pH acertado para 4,5 e o volume restante teve

seu pH acertado em 6,8. Seguiu-se com a distribuicdo em frascos que foram
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devidamente tampados ¢ submetidos a esterilizagdo em autoclave. O armazenamento se

deu sob refrigeragdo em 10°C até o momento do uso.

4.9.15 - Meios com Glicose e Peptona

Em todos os dois meios de cultivo abaixo descritos 1/2 do volume teve seu pH
acertado para 4,5 e o volume restante teve seu pH acertado em 6,8. Seguiu-se com a
distribui¢do em frascos que foram devidamente tampados ¢ submetidos a esterilizagdo
em autoclave. O armazenamento se deu sob refrigeragdo em 10 °C até o momento do

uso.

4.9.15.1 - Meio Glicose-Peptona (GP I)

Glicose 20g
Peptona de caseina 10g
Agua destilada até completar 1000mL

4.9.15.2 - Meio Glicose-Peptona Concentrado (GP II)

Glicose 60g
Peptona de caseina 30g
Agua destilada até completar 1000mL

4.10 - Obtencao de conidios para inoculagido em meio de cultivo liquido

Os conidios foram obtidos a partir das linhagens crescidas em placas de Petri
contendo MMS ou MMS" (itens 4.9.2 e 4.9.4.2) por cerca de 14 dias, em que
esporulagdo vigorosa for observada. Procedeu-se com delicada retirada dos esporos por
alga de platina esterilizada, transferindo-os para frascos contendo solugio salina (item

4.8.11); seguiu-se com filtragdo em camadas multiplas de gaze esterilizada com o
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objetivo de se reter possiveis fragmentos de micélio. Uma aliquota foi dai retirada para a
contagem dos conidios em Camara de Neubauer.

Diluigbes em solug@o salina (ou em meio de cultura, quahdo 0 experimento
assim o exigiu) foram feitas para se obter um numero médio inicial de aproximadamente
1,5x107 conidios por mililitro, que puderam ser utilizados de acordo com o requisito

experimental.

4.11 - Inocula¢do em meio liquido

Dos conidios obtidos (item 4.10), aliquota de 1,0mL foi transferida para frascos
tipo Erlenmeyer com capacidade volumétrica de 125mL contendo meio liquido num
volume final de 20mL. Os frascos assim inoculados e devidamente tampados puderam
ser colocados em agitador orbital a uma temperatura constante de 28°C, numa rotagio de

150rpm.

Quando o estado estacionario foi requerido, os frascos foram mantidos em
agitador orbital, sem rotag@o, a uma temperatura constante de 28°C.

Todos os experimentos tiveram inicio no periodo noturno do dia, por volta das
22h (Ross, 1979a); sempre um namero de no minimo trés repeti¢oes foi realizado, salvo
quando houve necessidade de outra estratégia, o que foi ressaltado na descrigdo do

experimento.

4.12 - Obtencio de micélio para avaliacdo de peso da massa seca

Ap6s inoculagdo em meio liquido (item 4.11) o micélio foi obtido apos 24h,
36h, 48h, 60h, 72h de crescimento da linhagem sob tratamento especifico (item 4.17).
Para tal, procedeu-se com a filtragdo em filtro de papel (INLAB, tipo 10) previamente
tarado (seco e pesado), para todos os frascos, com repetido processo de lavagem com

agua destilada esterilizada.



65

O micélio foi submetido & secagem em estufa regulada para 80°C e para se
certificar da completa retirada de liquido, foram feitas diversas pesagens do filtro de
papel com o micélio. O material foi considerado adequado para avaliagdo quando as
medidas dos pesos se tornaram invaridveis. A diferenca entre o peso inicial do filtro de
papel seco e o filtro de papel com o micélio seco forneceu o peso seco da massa micehal
seca.

Foram coletados os meios de cultura onde se deu o crescimento das linhagens,
com o objetivo de serem usados posteriormente para analise. Estes foram armazenados

de modo adequado e deixados em -70°C até o momento do uso.

4.13 - Diéxido de carbono gasoso

O di6xido de carbono gasoso utilizado nos experimentos contou com um nivel
de pureza igual a 99,95% (Liquid Carbonic Industrias S.A; Campinas, SP). Quando foi
requerido, o fluxo de CO; gasoso permaneceu em 20mL/minuto.

Apos um numero conveniente de horas, em que 30% dos conidios se acharam
germinados, o dioxido de carbono gasoso foi injetado num fluxo constante sendo que os
frascos foram mantidos sob agitagdo de 150rpm, 28°C. Tal tratamento foi dispensado as

linhagens em diferentes meios liquidos.

4.14 - Avaliacde da quantidade de di6xido de carbono dissolvido

O gasdmetro Radiometer ABL System 625 (Laboratorio de Patologia Clinica,
Hospital das Clinicas, Universidade Estadual de Campinas, SP) foi utilizado com o
objetivo de se avaliar o papel do fluxo de didéxido de carbono e do bicarbonato de sodio

na evolugdo do CO, bem como suas influéncias no pH e na concentragdo de HCO;'.
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4.14.1 — Gasometria para Dioxido de Carbono Gasoso

Em frascos contendo 20mL de MM injetou-se o diéxido de carbono gasoso por
diferentes intervalos de tempo, a saber: 10minutos, 1hora, 2horas e 3horas. Os frascos
foram também submetidos a 10minutos, 8horas e 24horas de agitagdo apds a injegdo do
gas. Foram tomados como controle os frascos que ndo receberem inje¢do de gas nem
estiverem sob agitagdo. A manutencdo e agitacdo dos frascos se deram como descritas
no item 4.11. Visou-se também a escolha do tempo ideal de injecdo do gas e obtengdo de
dados que conduzissem a inferéncia quanto a influéncia da agitagio nos pardmetros sob

observagao.
4.14.2 - Gasometria para Bicarbonato de Sédio

Em frascos contendo MM duas diferentes concentragdes de bicarbonato de
sodio, 7mg/20mL e 14mg/20mL, denominadas respectivamente “GRACE® e “2X
GRACE* (Grace, 1960), foram preparadas. Os frascos foram submetidos a distintos
intervalos de tempo de agitag@o, a saber: 10 minutos, 8 horas e 24 horas. Foram tomados
como controle os frascos que nio receberem bicarbonato nem estiverem sob agitagdo. A

manutengdo e agitagio dos frascos se deram como descritas no item 4.11.

4.15 - Germinacio das linhagens nos meios utilizados como referéncia
4.15.1 - Germinac¢io em Meio de Cultivo Sélido

Ap6s a obtengdo de conidios para inoculagéo (item 4.10) 0,1mL da solugido com
conidios foi transferido para placas de Petri contendo de 20mL de meio de cultivo
solido. Seguiu-se com espalhamento das aliquotas nas placas com alga de vidro
esterilizada. As placas foram mantidas em estufa regulada para 28°C. Intervalos de duas

horas foram dados entre as observagdes das placas ao microscopio. Cerca de 500
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conidios por placa foram avaliados quanto a germinagéo; foi considerado como conidio
germinado aquele que apresentou um tubo germinativo com comprimento aproximado
de 50% da medida longitudinal média dos conidios de cada linhagem. Um nimero

minimo de trés repeticdes para cada meio de cultivo especifico foi feito.
4.15.2 - Germina¢ao em Meio de Cultivo Liquido

Ap6s a obtencdo de conidios para inoculagdo (item 4.10), aliquotas de 1,0mL
da solugio com conidios foram transferidas para frascos tipo Erlenmeyer com
capacidade volumétrica de 125mL contendo 19mL de meio de cultivo em diferentes
frascos; estes foram mantidos em agitador orbital a 150rpm, sob 28°C. Intervalos de
duas horas entre as retiradas de aliquotas dos meios de cultivo foram dados para as
observagdes ao microscdpio. Cerca de 500 conidios por frasco foram avaliados quanto a
germinagdo: foi considerado como conidio germinado aquele que apresentou um tubo
germinativo com comprimento aproximado de 50% da medida longitudinal média dos
conidios de cada linhagem. Foi feito um nimero de trés frascos de repetigdo para cada

meio de cultivo especifico.

4.16 - Inoculacao das linhagens em meio de cultive especifico desde o inicio do

desenvolvimento

Para meios especificos, o material usado para inoculagdo das linhagens foi
preparado com o proprio meio de cultura (item 4.10). Em todos os casos MC, MM ou
MM (itens 4.9.6, 4.9.1, 4.9.4.1) serviram como meios de cultivo de referéncia para
avaliagio de desenvolvimento das linhagens. Os ensaios se deram com os frascos
mantidos como descrito no item 4.11. Intervalos de tempo de 12h mostraram-se
convenientes para retirada de material (meio de cultura € micélio) que posteriormente foi
utilizado para andlise de pressd@o osmdtica, pH, peso seco ¢ surgimento de propagulos.

Os meios especificos em que se deram as inoculagdes foram:
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4.16.1 - Inoculag¢io em meios com Farinha de Milho e/ou " Corn Meal

Agar "

Apo6s a inoculagdo das linhagens em meio FM, ou CM ou GLiCM ou GliFM
(itens 4.9.8.1; 4.9.8.2; 49.8.3) um volume final de 20mL foi atingido. Procedeu-se,
entdo, como descrito no item 4.11.

Metade dos frascos assim preparados recebeu injecdo de didxido de carbono
(item 4.13) apés um numero conveniente de horas que se seguiu a inoculagdo dos
conidios. Posteriormente os frascos foram novamente submetidos ao procedimento

descrito no item 4.11.
4.16.2 - Inoculagao em meios com Fosfolipideos

Gema de ovo foi acrescentada aos meios MM (linhagem E9) e MM (linhagens
auxotroficas), onde se fez a inoculagdo das linhagens (item 4.11), totalizando um volume
de 20mL por frasco. O desenvolvimento das linhagens em meio CS na concentragio
adequada (item 4.9.13) também fo1 usado como referéncia. A seguir procedeu-se como
descrito no item 4.11. Este procedimento foi utilizado tanto quando se usou gema cozida

como crua (item 4.9.9.1 € 4.9.9.2).
4.16.3 - Inoculacdo em meios com Extrato de Levedura e Glicose
As linhagens foram inoculadas em meio de cultivo num volume final de 20mL ;

a seguir, procedeu-se como descrito no item 4.11. O desenvolvimento das linhagens em

Meio CS na concentragdo adequada (item 4.9.14) também foi usado como referéncia .
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4.16.4 - Inoculaciao em meios com Extrato de Levedura e sem Glicose

As linhagens foram inoculadas em meio de cultivo num volume final de 20mL;
a seguir procedeu-se como descrito no item 4.11. O desenvolvimento das linhagens em

Meio CS na concentrag@o adequada (item 4.9.13) também foi usado como referéncia .
4.16.5 - Inoculacio em meio com Lecitina de Soja

Aliquotas da solugdo de lecitina de soja (item 4.8.10) foram adicionadas ao
meio MM (linhagem E9) ou ao meio MM (linhagens auxotroficas) para se obter
concentragdes finais de 0,5%, 1%, 3% e 5%. As linhagens foram inoculadas nos meios
assim obtidos totalizando um volume de 20mL por frasco, e procedeu-se como descrito
no item.4.11. Este procedimento foi utilizado tanto quando se usou lecitina autoclavada
como filtrada. O desenvolvimento das linhagens em meio CS na concentragdo adequada

(item 4.9.13) também foi usado como referéncia.
4.16.6 - Inoculacdo em meio com diversas concentracgoes de Glicose

Solugdo de glicose (item 4.8.6) fo1 acrescentada aos meios MM (linhagem E9) e
MM (linhagens auxotrdficas) a fim de se obter concentragdes finais de 2%, 4%, 6%,
8% e 10%, onde se fez a inoculagdo das linhagens em um volume final de 20mi por
frasco. A seguir procedeu-se como descrito no item 4.11, sendo que niumero equivalente
aos frascos sob agitagdo foi deixado em modo estacionario. O desenvolvimento das
linhagens em meio CS na concentragdo adequada (item 4.9.13) também foi usado como

referéncia.
4.16.7 - Inoculagdo em meio com Coligeno e em Meio com Gelatina
Aliquotas da Solugdo de Colageno 10% (item 4.8.7) foram transferidas para

frascos contendo MM ou MM, a fim de se obter concentragdes finais de 0,5%, 1%,2%

e 3% de colageno num volume final de 20mL apoés a inoculagdo. O desenvolvimento das
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linhagens em meio CS na concentragdo adequada (item 4.9.14) também foi usado como
referéncia. A seguir, procedeu-se como descrito no item 4.11. Este procedimento foi o

mesmo adotado ao se usar solugdo de gelatina 10% (item 4.8.7).
4.16.8 - Inoculacio em meios com Glicose e Peptona

Num volume final de 20mL apds a inoculagdo das linhagens em meio de
cultivo procedeu-se como descrito no item 4.11. O procedimento foi adotado para os
meios GP I e GP II (itens 4.9.15.1 e 4.9.15.2). Nos frascos com meios de cultivo assim

preparados as linhagens puderam ser avaliadas quanto ao desenvolvimento.

4.17 - Inoculacio das linhagens em meio de cultivo especifico e sob tratamento

ap6s um numero de horas de desenvolvimento

O material usado para inoculagdo das linhagens foi preparado com meio MM
ou MM (itens 4.11, 49.1 e 4.9.4.1), salvo quando o experimento requisitou outro
procedimento (que foi descrito quando necessario). Para cada linhagem, apos um
numero conveniente de horas que se seguir a inoculagdo, a saber, quando cerca de 30%
dos conidios foram classificados como germinados (item 4.15.2), deu-se continuidade
a0s experimentos com os diferentes tratamentos descritos abaixo.

Em todos os casos o desenvolvimento ocorrido ao menos em um dos meios de
cultivo MC, MM, MM, CS na concentragdo adequada serviu como referéncia (itens
496,49.1,494.1 ¢ 49.13). Os ensaios se deram como descrito no item 4.11, € o
volume final apos o tratamento foi sempre de 20mL por frasco (tipo Erlenmeyer, com
capacidade volumétrica de 125mL). Intervalos de tempo de 12h se mostraram
convenientes para retirada de material (meio de cultura e/ou micélio) que posteriormente
foi utilizado na analise de osmolalidade, pH, peso seco ¢ de surgimento de propagulos.
Um numero de trés repetigbes por frasco foi tomado como adequado para os
experimentos e posterior andlise do material coletado. Os tratamentos a que se

submeteram as linhagens foram:
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4,17.1 - Tratamento com Glicose

Solu¢do de Glicose (4.8.6) foi acrescentada aos meios MM (linhagem E9) e
MM (linhagens auxotréficas) a fim de se obter concentragdes finais de 2%, 4%, 6%,
8% e 10%, onde se fez a inoculagdo das linhagens. Metade dos frascos recebeu inje¢do
de dioxido de carbono (item 4.13) simultaneamente ao tratamento com glicose. A seguir

procedeu-se como descrito no item 4.11.
4.17.2 - Tratamento com Acido Lictico

Aliquotas da solugdo de acido lactico (item 4.8.1) foram retiradas e transferidas
para os frascos a fim de que suas concentragdes finais se igualem a 0,1%, 0,3%, 0,5%,
0,7% e 1%. O desenvolvimento das linhagens em meio de cultivo CS (item 4.9.13) com
concentragdes de 1%, 3%, 5%, 7% e 10% de milhocina também serviram como

referéncia. Procedeu-se, entdo, como descrito no item 4.11
4.17.3 - Tratamento com Acido Cloridrico 2N

Apds a titulagio de HCl 2N em meio MM e em agua destilada, aliquotas
convenientemente diferentes foram transferidas para os frascos sob tratamento. O
desenvolvimento das linhagens em meio de cultivo CS (item 4.9.13) com concentragdes
de 1%, 3%, 5%, 7% e 10% de milhocina também foi utilizado como referéncia.

Procedeu-se, entdo, como descrito no item 4.11.
4.17.4 - Tratamento com Milhocina

Aliquotas da solugdo de milhocina (item 4.8.3) foram transferidas para
diferentes frascos contendo linhagens inoculadas em meio MM ou em meio MM', em
que concentragdes finais de 1%, 3%, 5%, 7% e 10% puderam ser obtidas. Procedeu-se

entdo como descrito no item 4.11.
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A linhagem E9 foi inoculada em placas com meio de cultivo solido que apos 16
horas foram cobertas com meio liquido € montadas de acordo com o quadro abaixo a fim
de ser observar o desenvolvimento do fungo. Os meios CS apresentaram uma
concentra¢io adequada de milhocina; os tratamentos I, II e III serviram como controle.
As placas foram transportadas para estufa regulada em 28° C para serem posteriormente

analisadas, amostras do meio liquido foram tomadas a fim de se verificar a producdo de

propagulos.

Quadro 4.3 — Distribuigéo de meios de cultivo solido e liquido em placas de Petri para a
observagdo do desenvolvimento da linhagem E9

Tratamento Meio de cultivo s6lido Meio de cultivo liquido

1 MM -
I CS -

m MC -

IV MM MM

A% MM CS

V1 Cs MM

VII Cs . CS

4.17.5 - Tratamento com Inositol

Transferiu-se para os frascos sob tratamento, aliquota da solugdo de inositol
(item 4.8.2) visando obter uma concentragdo final de 0,3%. Procedeu-se, entdo, como

descrito no item 4.11
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4.17.6 - Tratamento com Aminoacidos

Aliquotas da Solugdo de Aminoacidos (item 4.8.4) foram transferidas para
diferentes frascos a fim de se obter uma concentragdo final de 1%. Procedeu-se, entdo,

como descrito no item 4.11.

4.17.7 - Tratamento com Sulfato de Amoénio

Aliquotas da Solugéo de Sulfato de Amonio (item 4.8.5) foram transferidas para
diferentes frascos, a fim de se obter tanto uma concentragdo final de SmM como 25mM.

Procedeu-se, entdo, como descrito no item 4.11.

4.18 - Avaliacao do pH e da osmolalidade de diversos meios de cultivo

Aliquotas de 0,5mL dos diversos meios de cultivo, antes e durante do
desenvolvimento das linhagens foram examinadas quanto as variagdes do pH e da
osmolalidade. Para tal usou-se o medidor de pH (¢200 pHmeter, Beckman Instruments,
Inc. Fullerton, CA, USA) e o osmdmetro “Advanced Wide-Range Osmometer 3WII”
(Nicleo de Medicina Experimental, Universidade Estadual de Campinas, SP).

4.19 - Cromatografia em gel de sulfato-poliacrilamida (SDS-PAGE)

4.19.1 - Obtencao do Material para Avaliacao Qualitativa de Proteinas

O desenvolvimento e crescimento das linhagens nos diversos meios de cultivo e
sob diferentes tratamentos foi acompanhado pela avaliagio visual dos frascos e placas de
Petri, por intermédio de microscopia € também macroscopicamente.

Visando a obtengdo de material para andlise em eletroforese de proteinas
coletou-se amostras tanto do micélio como dos diversos meios de cultura onde se deu o

crescimento e desenvolvimento das linhagens (itens 4.16 € 4.17) em frascos além dos
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trés utilizados para obten¢do de micélio para avaliagdo do peso da massa seca (item

4.12).

O micélio foi submetido & desidratagio em liofilizador, sendo posteriormente
pulverizado em almofariz sob a¢do de nitrogénio liquido e tamp@o fosfato 0,1M (item
4.8.19). Seguiu-se com a centrifugagdo em 6000rpm, por 30 minutos a 4°C. O
sobrenadante foi recuperado, filtrado e dialisado por 15 horas no mesmo tampéo fosfato
(item 4.8.17); ap0s a retirada do sobrenadante o material restante foi desprezado. As
amostras foram mantidas em microtubos tipo Eppendorf sob -70°C até o momento do
uso.

As amostras do meio de cultivo foram dialisadas por 15 horas em tampao
fosfato 0,1M e liofilizadas, sendo posteriormente transferidas para microtubos tipo

Eppendorf e armazenadas sob -70°C at¢ o momento do uso.
4.19.2 - Quantifica¢io do conteudo de proteinas das amostras

A concentragdo do conteido de proteinas nos extratos foi estimado pelo
Método de Bradford (Bradford, 1976.), sendo que a curva-padréo foi tragada tomando-se
albumina bovina cristalizada (BSA, SIGMA Chemical Company) como padrdo € o
Reagente de Bradford (Azul brilhante de Coomassie G-250) como corante. A
concentragdo de proteinas foi avaliada em comprimento de ondas igual a 595nm em
espectrofotometro (DU Series 70 Spectrophotometer, Beckman Instruments, In,
Fullerton, CA, USA). '

4.19.3 - Separacio de Proteinas pela Massa Molecular

Ap6s a dosagem da concentragdo de proteinas(item 4.18.2), aliquotas
suficientes e convenientes para uma mesma concentragdo final nas amostras a serem
aplicadas nos pogos dos géis foram tomadas dos tubos com o material para analise.
Seguiu-se com a mistura individual ao tampdo de amostra ¢ aplicagdo em duplicatas nos
pogos do gel (SDS-PAGE 8-10%). Realizou-se este procedimento tanto para as amostras

como para os padrdes de proteina adotados. A eletroforese foi executada em corrente
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elétrica constante de 20mA e diferenga de potencial entre 80V e 100V, apds o que os

géis foram corados por diferentes processos.

4.19.4 - Coloracao dos Géis de Poliacrilamida

Os géis puderam ser submetidos a diferentes processos de coloragdo, a saber:
nitrato de prata (Gomes, 1995), fluorescamine (Miedel; Hulmes; Pan, 1989), CBB-G250
(Bradford, 1976).

4.19.5 - Caracterizacao Eletroforética da Enzima Sulfito Reductase
(NADPH).1.8.1.2 em Extrato Cru utilizando Gel de

Poliacrilamida

Apds ser submetido a eletroforese (item 4.19.3) o gel foi transferido para um
recipiente contendo o MVH (item 4.8.15). Adicionou-se imediatamente 26mg de
Na,SOs, seguindo-se com vedagio rigorosa do recipiente a fim de se remover tragos de
O; e dissolver o sulfito. O gel foi incubado a 37°C até que possiveis bandas escuras de
FeS aparecessem (em cerca de 1-2 horas) e posteriormente foi banhado suavemente com
agua destilada por diversas vezes até que o MVH clareasse. O gel foi armazenado em

uma solugdo de 1% B-Mercaptoetanol para prevenir a oxidag@o das bandas de FeS.
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5 - RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 - Avaliacio dos parametros de interesse da hemolinfa

Foram analisadas as hemolinfas extraidas de 60 larvas no estidgio pré-pupal de
Anastrepha fraterculus. A avaliagdo do material coletado forneceu um valor médio de
pH igual a 6,7 com o eletrodo do medidor de pH e em torno de 7,0 com papel para
medida de pH. A osmolalidade pdde ser estimada em 386 + 21mOsm/kg. Estes valores
permitiram a elaborag@o de meios de cultivo que puderam ser controlados quanto a estes
dois parametros (Woodring, 1985; Miranpuri et al.,1991).

O aparecimento de tipos especificos de propagulos in vivo pode ser
influenciado por diferentes fatores incluindo estagio de desenvolvimento e alimentagio
das larvas bem como estado celular dos conidios inoculados (nivel de competéncia para
a indug@o a diferenciag@o). Estes fatores também sdo tidos como importantes para a
viruléncia de linhagens de Metarhizium anisopliae (Clarkson; Charnley, 1996), podendo
contribuir para a seletividade da produg@o e dos tipos de propagulos, em nivel de
constituigdo da hemolinfa.

A 1inoculagido dos esporos de Metarhizium anisopliae nas larvas mostrou-se
eficiente visto que a hemolinfa retirada para a avaliagdo dos propagulos fungicos
apresentou a existéncia de pelo menos dois tipos destes, ‘a saber, propagulos roseos
("PR") tanto dentro como fora das hifas e fragmentos de hifas.

Assim, a eficiéncia das linhagens em produzir propagulos quantitativamente e
de modo diversificado in vitro pdde ser tomada como parcialmente representativa de

situagdes in vivo.
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5.2 - Identificacdo e separa¢io dos propagulos

Na obten¢do de propagulos, em geral tomados como referéncia a linhagem
selvagem E9, pdde-se notar a variagdo das dimensdes e volumes das estruturas fungicas.
Em fungdo disto, a sele¢do destas foi possivel utilizando os diferentes modos de filtragdo
mencionados (item 4.6) em etapas distintas de um mesmo processo de separag@o. Este
procedimento foi necessario visto que, como descrito posteriormente, houveram meios

de cultivo em que mais de um tipo de propagulo pdde ser identificado.
5.2.1 - Identificacdo dos conidios aéreos

Conidios aéreos tipicos de Metarhizium anisopliae var. anisopliae apresentam
comprimento longitudinal dentro dos valores de 3um a Sum (Tulloch, 1976). Pdde-se
constatar que os conidios aéreos das linhagens apresentaram comprimento entre Sum e
7um. Fidlides tipicas de Metarhizium anisopliae puderam ser observadas apos cerca de 7
dias de desenvolvimento em meio sé6lido. Em meio liquido conidios a€reos nem sempre
foram observados, o que variou com as condi¢gdes de cultivo € com a linhagem, como
descrito posteriormente (item 5.7). Em fungdo da diferenga na prontidio para
germinagdo de cada linhagem (item 5.5), também pdde-se verificar uma vanagdo no

tempo para o aparecimento destes propagulos.
5.2.2 - Identifica¢do dos conidios submersos

Em harmonia com comunica¢do pessoal de R.A. Samson, os conidios
considerados submersos neste trabalho foram semelhantes as estruturas denominadas
“blastosporos” por alguns autores (Kleespies; Zimmermann, 1992). Estes propagulos, de
dimensdes nitidamente maiores que os conidios aéreos (comprimento entre 18-23um),
tiveram tanto a capacidade de germinar como de dividir; puderam surgir por intermédio
de brotamento lateral, de brotamento em extremidade de hifas e, em alguns casos,

puderam ser vistos dentro de hifas (figuras 529 e 5.31, paginas 161 e 165
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respectivamente). Seu aparecimento esteve associado as condi¢des de cultivo (item 5.7).

Os conidios submersos apresentaram excelente capacidade de germinagao.
5.2.3 - Identificacao dos fragmentos

Na fase do desenvolvimento de certos fungos em que ocorre a autolise, a
fragmentagdo de hifas pode ser observada (Griffin, 1994a). Pdde-se verificar que
fragmentos de hifas de comprimento variado surgiram no meio de cultivo por estimulo
do ambiente: fatores epigenéticos (quimicos ou fisicos) alteraram o intervalo de tempo
para que esta fase de desenvolvimento fosse alcancgada, acelerando ou retardando o
processo. Como foi possivel ser verificado, o dioxido de carbono gasoso e¢ a
concentragio de certos reagentes podem se incluir entre tais fatores epigenéticos.

Os artrosporos (fragmentos de hifas com comprimento em torno de 15um) se
mostraram eficientes na germinagio ¢ desenvolvimento, sendo que o sinergismo entre
fatores ambientais influenciaram o surgimento € o desenvolvimento destes corpos hifais,

como descrito posteriormente (figura 5.28, pagina 159).
5.2.4 - 1dentificacao dos Propagulos Réseos (“PR”)

De certo modo, o aparecimento destes tipos de propagulos foi surpreendente
considerando que em literatura corrente ndo se encontra referido a Metarhizium
anisopliae; no dimorfismo do patéogeno humano Blastomyces dermatitidis relatou-se
estruturas semelhantes (Howard, Herndon, 1970). Os propagulos PR (de didmetro
aproximado de 3um) foram isolados e plaqueados em meio agar-nutriente (item 4.9.13),
a fim de se certificar quanto a natureza destas estruturas que facilmente poderiam ser
assumidas como contaminantes do tipo levedura. Trés dias transcorridos apds o
plaqueamento, observou-se pequenas colonias gelatinosas de cor vermelho-escuro sem
qualquer desenvolvimento micelial. Permitiu-se que as colonias atingissem 9 dias de
desenvolvimento, apés o0 que o crescimento micelial pode ser verificado; o micélio
apresentou a cor marrom em lugar da cor verde tipica da suposta linhagem sob

observagdo, provavelmente devido ao meio de cultivo. Amostras foram tomadas do
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micélio, plaqueadas em MC (item 4.9.7), e ap6s dias de desenvolvimento certificou-se
tratar da linhagem E9, confirmando o microrganismo de origem dos propagulos.

Estes propagulos puderam ser observados tanto dentro de hifas como livres no
meio de cultivo; sdo capazes de se dividir do modo leveduriforme (figuras 5.29 e 5.30,
paginas 161 e 163, respectivamente). Como posteriormente descrito (item 5.7), o

surgimento destes propagulos foi confirmado estar associado as condigdes de cultivo.

5.2.5 - Identificacdo dos Clamidosporos

Considerados como propagulos que surgem quando as condi¢des sdo adversas
(Zacharuk 1970), clamidosporos foram observados em cadeias como que formando um
pseudomicélio (Alexopoulos, 1979; Lingappa; Lingappa, 1969). Clamidosporos livres
(com didmetro aproximado de 10um) e em suposta divisdo também foram observados
(figura 5.32, pagina 167), e mostraram-se relacionados com as condig¢des em cultura (
item 5.7). Considerando suas dimensdes € volumes, bem como a baixa capacidade de
germinagdo, os clamidosporos parecem ndo ser o tipo ideal de propagulo para a
colonizagdo, mas para a fase final do estagio de infeccdo onde os nutrientes da
hemolinfa se esgotam em fun¢do do desenvolvimento do fungo e da debilidade do
hospedeiro.

Além dos propagulos anteriormente descritos, pode-se observar filamentos e
estruturas semelhantes a esferoplastos, que se mostraram relacionados com a condigéo
de cultivo (figuras 5.28 e 5.30, paginas 159 e 163, respectivamente). Estruturas em
forma de filamentos ja foram descritas como envolvidas na produgdo de metabdlitos,
como glicoamilases e amilases, por Aspergillus awamori e por Aspergillus niger
respectivamente (Gibbs; Senviour; Schmid, 2000). Al-Aidroos; Seifert (1980) também
verificaram que em mutantes para morfologia de Metarhizium anisopliae a produgdo de

glicoamilase ficou elevada.
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5.3 — Gasometria e medida de pH

Visando avaliar o potencial de indugdo do diéxido de carbono no dimorfismo
de Metarhizium anisopliae (Mclntyre, McNeil, 1998), mostrou-se necessaria a escolha
de um reagente que pudesse se qualificar como gerador deste composto em meio de
cultivo liquido. O reagente gerador deveria tanto manter uma concentragdo estavel do
gas como originar medidas de pH que fossem distintamente diferentes daquelas do meio
de referéncia MM. Para tal, o bicarbonato de s6dio em duas diferentes concentragdes
tomadas com base no meio descrito por Grace (1962) para cultura de células de insetos e
diéxido de carbono gasoso injetado em diferentes tempos, foram utilizados sob agitag3o.

Meios de cultivo provenientes dos frascos com concentragdes adequadas de
bicarbonato de sodio (item 4.14.2) foram analisados quanto a quantidade de diéxido de
carbono que permaneceu dissolvido no meio apos intervalos de tempo de agitagio a que
os frascos foram submetidos. Verificou-se que os valores relativos a quantidade de
diéxido de carbono dissolvido gerou curvas de regressdo com equagdes Y=0,300667 +
4,14E-04X - 231E-04X**2 (coeficiente de correlagdo igual a 0,619 para o meio
GRACE) e Y=0,420547 - 5,89E-03X + 4,93E-06X**2 (coeficiente de correlagdo igual a
0,799 para o meio 2XGRACE).

Tabela 5.1 — Valores médios relativos as concentragdes de CO, (em mmol/L) em meios
de cultivo com bicarbonato de sodio apds intervalos de tempo de agitagio

Tempo de Agitacgio
Meio de
cultivo 0 minuto 10 minutos 8 horas 24 horas
MM 0,1689 0,1689 0,1689 0,1689
GRACE 0,244 0,359 0,2874 0,1778
2XGRACE 0,460 0,379 0,375 0,2819
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Como esperado, meios de cultivo contendo bicarbonato de sédio deveriam ter o
pH alterado em relagdo ao meio sem o reagente. A Tabela 5.2 apresenta os valores
médios que retratam a evolugdo do pH em fungdo da concentragdo do bicarbonato de
sodio no meio. As curvas de regressdo puderam ser traduzidas nas equagdes Y=6,67038
+ 9,13E-02X - 3,76E-03X**2 (com coeficiente de correlagdo igual a 1,000 para o meio
GRACE) € Y=6,88036 + 7,56E-02X — 2,72E-03X**2 (com coeficiente de correlagido
igual a 0,562 para o meio 2XGRACE).

Tabela 5.2 — Valores médios relativos a0 pH em meios de cultivo com diferentes
concentragdes de bicarbonato de sodio

Tempo de Agitacao
Meio de
cultivo 0 minuto 10 minutos 8 horas 24 horas
MM 6,51 6,51 6,51 6,51
GRACE 6,666 6,691 7,160 6,695
2XGRACE 7,100 6,667 7,318 7,127

Considerando que o valor médio da concentragio de diéxido de carbono
dissolvido no meio de cultivo de referéncia MM foi de 0,1689mmol/L, os valores
referentes as concentragdes do CO, mostraram diferenga pouco adequada aos requisitos
dos experimentos, sendo um dentre eles a necessidade de contraste em relagdo ao MM.
A instabilidade da quantidade de CO, dissolvido (enfatizada pelos baixos valores para os
coeficientes de correlagdo) e a proximidade dos valores do pH em relagdo ao MM (que
foi de 6,5), deram evidéncia da inadequacdo do uso de bicarbonato de sodio como
gerador de dioxido de carbono.

O uso do didxido de carbono gasoso como gerador de CO, dissolvido foi
avaliado a partir de meios de cultivo provenientes dos frascos que receberam a injecdo
de dioxido de carbono gasoso durante 10 minutos, 1 hora, 2 horas ou por 3 horas, €
foram posteriormente agitados por diferentes intervalos de tempo. Apresentou-se na

Tabela 5.3 os valores médios resultantes desta avaliagdo.
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O didxido de carbono gasoso também mostrou alterar os valores do pH do meio
de cultivo, como mostrado pela Tabela 5.4. Entretanto, como evidenciado pela analise
de variancia dos valores obtidos para o pH, as diferengas entre estes foi casual.

Tabela 5.3 — Valores médios da concentragdo de dioxido de carbono dissolvido em meio

de cultivo (em mmol/L) submetido a diferentes intervalos de tempo de
borbulhamento com CO, e agitagdo

Tempo de Tempo de agitacao
borbulhamento
0 minuto 10 minutos 8 horas 24 horas
0 minuto 0,1689 _ _ _
10 minutos _ 15,248 17,499 16,555
1 hora _ 18,846 19,688 19,825
2 horas _ 17,496 21,031 23.00
3 horas _ 20,229 20,652 20,15

Tabela 5.4 — Valores médios relativos ao pH em meio de cultivo submetido a diferentes
tempos de borbulhamento com CO, e agitagdo

Tempo de Tempo de Agitagiao
borbulthamento
0 minuto 10 minutos " 8 horas 24 horas
0 minuto 6,51 _ _ _

10 minutos _ 5,297 5,526 5,279
1 hora _ 5,205 5,186 5,183
2 horas _ 5,255 5,188 5,199
3 horas _ 5,209 5,200 5227

Assim, a avaliagio da quantidade de diéxido de carbono dissolvido mostrou que

ha diferenca na disponibilidade do gas no meio de cultivo em fungdo do reagente
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utilizado como gerador (didoxido de carbono gasoso ou bicarbonato de sodio), o que esta
em acordo com Mclntyre; McNeil (1997a, b). O didxido de carbono gasoso mostrou-se
adequado para ser usado como gerador de CO- devido as diferengas entre os valores de
concentragdes do gas serem mais contrastantes em relagdo ao MM do que os valores
obtidos com bicarbonato de sodio. Somou-se a isto o fato de que o gas pdde manter
valores de pH e concentragdo mais estdveis do que o bicarbonato de sodio. Optou-se,
portanto, pelo tempo de 10 minutos de borbulhamento com o gis, por ser conveniente €

satisfatorio.

5.4 - Influéncia de aditivos na osmolalidade dos meios de cultivo

O potencial de agua é um pardmetro importante para o desenvolvimento da
maioria dos fungos, visto que, a semelhanga de outros organismos, requerem agua como
solvente em altas concentra¢bes (Jackson et al.,1997). Além disto, as atividades
enzimaticas ndo podem ocorrer na auséncia de agua, sendo fundamental para a interagio
do microrganismo com o ambiente no qual existe. Considerando que a morfologia de
estruturas celulares fliingicas pode ser influenciada tanto pelo potencial genético como
pelo ambiente no qual estas estruturas se desenvolvem (Gibbs; Seviour; Schmid, 2000),
e que propagulos de Metarhizium anisopliae encontrados participando do processo de
coloniza¢do da hemolinfa de insetos exibem certa especificidade quanto a morfologia
(Clarkson; Charnley, 1996), buscou-se' obter meios de cultivo com valores de
osmolalidade proximos ao daquele para a hemolinfa de referéncia ( item 5.1) por meio

de compostos e reagentes como glicose, didoxido de carbono gasoso € milhocina.

5.4.1 - Glicose como aditivo

A glicose, fonte de carbono bastante utilizdvel por muitos microrganismos,
pode atuar como fator nutricional responsavel pela formagdo de conidios ou pela
inducdo de formag3o de conidiéforos em fungos (Griffin, 1994c; Ronne, 1995). Sua

disponibilidade no ambiente, bem como a habilidade do fungo em utiliza-la, pode
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influenciar no desenvolvimento do microrganismo. Em fungio disto, a glicose como

gerador de osmolalidade foi avaliada em alguns meios de cultivo.

Como mostra a Figura 5.1, um aumento significativo na osmolalidade do meio

pode ser visto em relagdo a concentragéo de glicose.

mOsm/kg

Glicose (g/l)

[ —e— OSMOLALIDADE ( mOsm/kg)J

Figura 5.1 — Influéncia da concentragdo de glicose na osmolalidade do meio MM

Nota-se, portanto, que uma concentragdo final de glicose em torno de 35g/1
deve gerar uma osmolalidade proxima daquela existente na hemolinfa utilizada como

referéncia (item 5.1), servindo como reagente quando a osmolalidade for requisito

necessario.

5.4.2 - Di6xido de carbono gasoso como aditivo

Considerado como indutor de dimorfismo em Mucor rouxii (Bartinicki-Garcia,
Nickerson, 1962) e Candida albicans (Sims, 1986), o didéxido de carbono pode participar
no desenvolvimento de esporo como sinal ambiental para muitos deuteromicetos
(Griffin, 1994c). A reprodugdo de fungos septados ¢ dependente, em grau variado, da

quantidade de oxigénio do ambiente, sendo que o diéxido de carbono pode participar da
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indugdo ¢ controle da reprodugdo e/ou crescimento vegetativo (Cooke; Whipps, 1993a);
ja a hemolinfa de insetos, de modo variado exibe certo grau de disponibilidade de
oxigénio e de didxido de carbono, que juntamente com outros fatores pode influir no
desenvolvimento dos microrganismos que ali venham a se alojar (Butt; Goettel, 2000).
Mostrou-se, pois, conveniente avaliar brevemente a influéncia do didxido de
carbono gasoso no desenvolvimento e crescimento de algumas linhagens de
Metarhizium anisopliae. O dioxido de carbono gerado pela injegdo do gas foi
inicialmente analisado quanto a sua potencialidade em alterar a osmolalidade dos meios
de cultivo onde foi requerido como tratamento. Utilizando indculo de conidios da
linhagem selvagem E9 de Metarhizium anisopliae pdde-se acompanhar a evolugéo dos

valores da osmolalidade em diferentes momentos do desenvolvimento do

microrganismo.
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Figura 5.2 — Valores médios da osmolalidade de trés repetigdes de meios de
cultivo liquidos sob influéncia do tratamento com dioxido de
carbono gasoso

Valores médios se acham representados na Figura 5.2 que mostra a influéncia
do g4s na osmolalidade em meios de cultivo MM e MM com glicose numa concentragao

tal que a osmolalidade inicial fosse proxima daquela da hemolinfa (item 5.1).
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A analise de variancia dos valores obtidos, seguida pelo Teste F (F=99,84),
mostrou que para o meio de cultivo MM o gas foi efetivamente influente como
tratamento apenas apds 36 horas de desenvolvimento. Considerando que em fungdo da
acdo do didxido de carbono retardar o desenvolvimento da linhagem permitindo apenas
um discreto aumento de peso micelial (item 5.6), a relativa estabilidade dos valores para
a osmolalidade pode ser explicada pela restrita interagdo das células fungicas com o
meio de cultivo, levando-o a apresentar valores pouco alterados para a osmolalidade.
Esta restricdo ao desenvolvimento imposta pelo dioxido de carbono, portanto, poderia
fazé-lo passar como um osmoregulador se os valores para a osmolalidade fossem
analisados independentemente do peso micelial. Pode-se notar que os valores médios
para a osmolalidade do meio MM decaem a partir de 24 horas de desenvolvimento,
enquanto que no meio MM com CO, um discreto decréscimo ¢ notado em torno de 72
horas; a utilizagdo do meio de cultivo em fungdo da adaptagio da linhagem a esta
situacéo adversa pode, portanto, explicar este resultado.

Quando a glicose foi acrescida ao meio MM, um aumento dos valores médios
para a osmolalidade era esperado, sendo que o efeito sinergético do gas como reagente
foi discreto e ligeiramente eficaz em 72 horas de desenvolvimento. Novamente, o
aparente efeito osmoregulador do gas se explica, conforme o item 5.6, a sua influéncia
na produgdo de massa micelial visto que um numero inferior de células fungicas
interagiu quantitativamente em menor grau com o meio de cultivo pouco alterando a

osmolalidade deste.

5.4.3 - Milhocina como aditivo

A milhocina € um composto freqiientemente utilizado em meios de cultivo para
estimular a resposta dimoérfica em fungos como Candida albicans (Larone, 1995) sendo
também usado para avaliacdo do desenvolvimento de Metarhizium anisopliae (Adamek,
1965; Butt;, Goettel, 2000). Em vista disto e pela riqueza de sua composigdo, a milhocina
teve analisada sua influéncia na osmolalidade do meio de cultivo antes de ser usada
como tratamento. O seu acréscimo gradual aos meios gerou valores de osmolalidade que

sdo apresentados na Figura 5.3 como representativos de médias de repetigdes.
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Figura 5.3 — Valores médios de osmolalidade de trés repetigdes de meios de cultivo
liquidos sob influéncia de diferentes concentragdes de milhocina

Os meios MM (sem glicose), MM (com 10g/1 de glicose) e Gli (MM acrescido
de com 25¢/1 de glicose) foram analisados sob influéncia de concentragdes diversas de
milhocina. Concluiu-se que para reproduzir aproximadamente a osmolalidade da
hemolinfa poder-se-ia optar por uma concentragdo final de 5%, 4% ou de 1% de
milhocina nos respectivos meios. Observou-se que o composto atuou de modo
cooperativo a glicose apesar de a influéncia na osmolalidade ser mais significativa
quanto menor a quantidade de glicose no meio. Assim, uma concentragdo de 4% de
milhocina gerou um aumento de osmolalidade de 45% no meio Gli, 90% no meio MM ¢
115% no meio MM, como mostra a Figura 5.4.

Com base nestes resultados, a milhocina foi utilizada de modo a se adequar aos

requisitos experimentais.
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Figura 5.4 — Porcentagem de acréscimo na osmolalidade dos meios de cultivo liquidos
em fungdo da quantidade de milhocina adicionada

5.4.4 - Suplementos para auxotrofia como aditivos

Considerando que linhagens mutantes deficientes para vitaminas foram usadas
em determinados experimentos, tornou-se necessaria uma avaliagdo da influéncia dos
suplementos nutricionais na osmolalidade dos meios de cultivo. Encontra-se na Figura
55 os valores médios para as medidas das osmolalidades dos meios de cultivo
provenientes dos frascos em repetigdes. Para tal foram avaliados meios de cultivo em
que a concentragdo de glicose foi de 0g/l ( meio MM), 1 g/l e 10g/1 (MM).

Como pdde ser visto, os suplementos para auxotrofia ndo apresentaram
influéneia significativa na osmolalidade dos meios de cultivo além daquela prevista
quando a glicose foi utilizada como aditivo. Assim, quando requeridos, os meios de

. X -+ ” Ao .
cultivo com suplemento (meios MM") puderam também ser tomados como referéncia.
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Figura 5.5 — Valores médios da osmolalidade de trés repeti¢des dos meios de
cultivo liquidos com trés diferentes concentragdes de glicose em
fungdo dos suplementos para auxotrofia

5.5 — Germinacio das linhagens em meio de cultivo liquido e em meio solido

Um esporo € uma célula que possui toda a informagdo genética necessaria para
o desenvolvimento de um organismo e o essencial basico para o processamento de
informagdo dentro de um espectro de desenvolvimento (Ross, 1979a). Esta informagéao
pode permanecer em estado de suspensdo caracterizando o periodo de desenvolvimento
denominado de dorméncia. A dorméncia pode ser imposta tanto por condigdes
ambientais como por um controle endégeno (Griffin, 1994a). A dorméncia exdgena,
imposta pelo ambiente, termina quando nutrientes desejaveis sdo oferecidos ou as
propriedades inibitérias do meio sdo alteradas, enquanto que a dorméncia constitutiva
requer algo além do controle ambiental. Assim, o potencial genético de uma linhagem
pode ser submetido 4 indugdo para germinagfo de acordo com estimulos ambientais,
mas a resposta a este estimulo requer competéncia do microrganismo de reconhecé-lo

como tal.



91

A capacidade de resposta ao ambiente pode variar de acordo com a constituigao
genética, mas igualmente importante € o estagio de desenvolvimento da célula fingica
que estara exposta ao estimulo ambiental. Em suma, ndo apenas o contetido genético €
relevante para o desenvolvimento, mas também o € o epigenético.

A quebra do periodo de dorméncia de uma célula fingica ¢ seguida pela
germinagdo. Apos a adesdo do esporo na superficie da cuticula de um inseto, a
germinagdo € o proximo passo (Zacharuk, 1970); o sucesso do processo de infec¢do
depende da eficiéncia da germinacdio que pode ser medida por diversos critérios
(Cooke; Whipps, 1993a). Considerando que requerimentos nutricionais, disponibilidade
de agua e nutrientes, caracteristicas morfologicas e genéticas sdo requisitos importantes
para o prosseguimento da interagdo entre o patdgeno e o inseto hospedeiro, um
levantamento da capacidade germinativa das linhagens utilizadas foi feito. Tomou-se
como base o comprimento do tubo germinativo, devendo este ser aproximadamente
igual a metade do cumprimento médio longitudinal do esporo da linhagem (ou seja,

entre 2,5-3,5um).

5.5.1 - Germina¢io em meio de cultivo liquido

Foram testadas duas concentragdes de glicose, a saber, 10g/1 (meio MM) e 35g/1
( meio MM acrescido de 25g/1 de glicose denominado meio Gli). Os meios de cultivo
onde se desenvolveram as linhagens auxotroficas foram acrescidos de suplementos
nutricionais especificos para cada uma delas. Nas figuras 5.6 — 5.9 encontram-se as
médias das porcentagens de esporos germinados em diferentes horas de

desenvolvimento para as linhagens ES, Y5, B/vi e X/vi.
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Figura 5.6 — Valores médios percentuais de conidios da linhagem E9 germinados em
meio liquido com duas diferentes concentragdes de glicose provenientes
de trés reneticoes

Como mostrado na figura 5.6, em meio liquido com menor concentragdo de
glicose, pode ser observado que a linhagem selvagem E9 apresentou uma aceleragdo na
capacidade germinativa a partir de 10horas de desenvolvimento atingindo seu maximo
em 20horas. Comparativamente, maior concentragdo de glicose ofereceu estimulo
suficiente para aumentar esta capacidade germinativa em cerca de 65% e apos 14 horas
de desenvolvimento ja se observava a formagio de um patamar de equilibrio quanto ao
pardmetro analisado. A glicose, podendo atuar como estimulante de desenvolvimento de
modo direto via inibicdo e/ou indugdo de processos celulares (Ronne, 1995), também
poderia fazé-lo indiretamente por intermédio da alteragdo da osmolalidade do meio de
cultivo que serviria como sinalizador de respostas em nivel de desenvolvimento,
possivelmente explicando os resultados obtidos para a modificagio na capacidade
germinativa da linhagem E9 causada pela glicose (Gooday; Schofield, 1995).

Pela representagdo grafica dos valores médios percentuais dos conidios
germinados da linhagem auxotrofica Y5 (Figura 5.7) verificou-se que maior

concentracio de glicose foi altamente estimulante & germinagdo desta linhagem, gerando
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um aumento inicial de cerca de 81%. Este aumento poderia ser parcialmente explicado
por contaminantes na glicose usada do tipo vitamina (Griffin, 1994c), visto que,
comparativamente 4 linhagem selvagem E9 a diferenca foi de cerca de 13% em 10horas

de desenvolvimento com 35g/1 de glicose.
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Figura 5.7 — Valores médios percentuais de conidios da linhagem Y5 germinados em
meio liquido com complemento e com duas diferentes concentragdes de
glicose provenientes de trés repetigdes

A piridoxina, pertencente ao grupo de fatores com atividade das vitaminas B €
importante para o metabolismo de aminoacidos e como coenzima nas reagdes de
transaminagdo, pode ter tido, juntamente com outros nutrientes, sua aquisigdo facilitada
do meio de cultura por intermédio de mecanismos modificados pela concentragdo de
glicose seja em nivel de alteragdo de canais na membrana celular ou via proteinas
especificas (Cooke; Whipps, 1993d; Ronne, 1995); mesmo ao comparamos a capacidade
germinativa das duas linhagens em meio com 10g/l de glicose (suplementado com
piridoxina para a linhagem Y5), verificamos que a linhagem Y5 foi mais lenta que a

linhagem E9, diferentemente de no meio com 35g/l de glicose, mostrando o pap-el
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positivo da concentragdo da glicose para a germinag¢do da linhagem YS5. Certamente
alteragdes de parede ou membrana nesta linhagem mutante devem estar envolvidas nesta
resposta ao agucar, o que deve ser levado em conta na sua qualificagdo como adequada
para iniciar o processo infectivo de acordo com a constituigdo da cuticula de insetos.
Conforme mostra a figura 5.8, a linhagem auxotrofica B/vi reagiu ao aumento
da concentragdo de glicose no meio de modo contrario a linhagem selvagem E9 quando

se tratou de germinagdo de conidios.
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Figura 5.8 — Valores médios percentuais de conidios da linhagem B/vi germinados
em meio liquido com complemento e com duas diferentes
concentragdes de glicose provenientes de trés repetigdes

A linhagem B/vi é deficiente para tiamina que estruturalmente contém uma
molécula de pirimidina associada a um anel de tiazol, e a deficiéncia nutricional pode ser
suprida por se adicionar uma ou ambas as moléculas no meio de cultivo. A glicose,
envolvida na esporulagdo de diversos fungos (Griftin, 1994a), interferiu negativamente
no processo germinativo da linhagem possivelmente evidenciando que a interagdo com o
meio foi de algum modo dificultada. Modificagdes estruturais morfologicas
conseqiientes da maior osmolalidade, alteragdes em canais de membrana, mudanga de
atividade quimica celular e bloqueio por inibigdo competitiva, sdo possiveis mecanismos
que explicariam o aparente efeito inibitério da glicose no meio de cultivo para esta

linhagem mutante que, de acordo com estes resultados, deve ter avaliada sua qualidade
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para iniciar um processo infectivo in vivo de acordo com a cuticula do inseto de
interesse. Vale lembrar que certos agucares podem requerer vitaminas do grupo B como
tiamina, piridoxina e acido pantoténico para uma absor¢do otima (Cantarow; Schepartz,

1978).
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Figura 5.9 — Valores médios percentuais de conidios da linhagem X/vi germinados
em meio liquido com complemento e com duas diferentes
concentragdes de glicose provenientes de trés repetigdes

A linhagem X/vi é auxotréfica para acido para-aminobenzoico. Este acido
pertence a um grupo quimico vitaminico componente de compostos denominados “4cido
folico” e cuja fungdo € a transferéncia de carbono (Voet, D.: Voet, J.G., 1995), sendo
portanto importante para o desenvolvimento ¢ crescimento. De acordo com a figura 5.9,
apesar de mais lentamente, o desenvolvimento da linhagem seguiu 0 mesmo curso que a
linhagem selvagem E9 quanto a germinagao reagindo favoravelmente ao aumento da
quantidade de glicose no meio de cultivo. Resultado semelhante foi obtido para a
linhagem Y5 auxotrofica para piridoxina.

Como descrito no quadro 4.2, cada linhagem apresenta uma pigmentacdo
particular para o esporo. A pigmentagdo muitas vezes se apresenta associada com

respiragio e metabolismo celular, podendo contribuir para uma resposta diferenciada ao
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meio ambiente (Ross, 1979a). Pigmentos de fungos nfio sdo essencials para o
crescimento mas mutagdes associadas com caréncia de cor ou tendo composigdo de
pigmento modificada (mutantes para cor de esporo) estdo geralmente associadas com a
reprodugdo visto que certos pigmentos podem agir como precursores de moléculas
envolvidas no desenvolvimento (Griffin, 1994c). A linhagem B/vi, que ndo seguiu o
mesmo padrdo de germinagdo das outras linhagens em meio com maior concentragdo de
glicose, apresenta modificagdo para a presenga de pigmento responsavel pela cor.
Assim, as alteracdes de condigdes de cultivo geradas pela glicose bem como
caracteristicas particulares das linhagens foram relevantes para a avaliagdo da
germinacao.

Disto posto, pode-se inferir que as caracteristicas nutricionais e morfologicas
das linhagens pareceram importantes para a absor¢do de nutrientes, uma vez que o
transporte de glicose e outros componentes do meio de cultivo dependem da existéncia
de mecanismos celulares proprios existentes na parede ¢ membrana da célula fungica (
Cooke; Whipps, 1993c). Estes mecanismos podem ter sido afetados pela osmolalidade
do meio que, ao modificar a disposi¢do de componentes de parede ¢ membrana, também
poderiam interferir em fungdes de canais celulares e na resposta celular ao estresse do

ambiente (Mattews et al., 1998).

5.5.2 - Germinacio em meio de cultivo solido

Foram testadas duas concentragdes de glicose em meio solido, a saber, 1g/l €
10g/l (meio MM). Os meios de cultivo onde se desenvolveram as linhagens auxotroficas
foram acrescidos de suplementos nutricionais especificos para cada uma delas. A analise
foi feita em diferentes horas de desenvolvimento, sendo que na tabela 5.5 apresentou-se
as médias da porcentagem de conidios germinados em meio de cultivo sélido comparado
ao meio liquido ap6s 12 horas de desenvolvimento das linhagens E9, Y5, B/vi e X/vi em
diferentes concentragdes de glicose.

Pode-se notar que para linhagem selvagem E9 uma menor concentragdo de
glicose em meio sélido favoreceu a germinagdo, enquanto o inverso ocorreu em meio

liquido; observou-se que quando o meio de cultivo apresentou uma concentragio de
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10g/1 de glicose (concentragdo esta igual a do meio s6lido de manuten¢do da linhagem
em laboratdrio) o nimero de germinados independeu do meio ser solido ou liquido. A
glicose em concentragdo maior em meio liquido pdde compensar a menor
disponibilidade de oxigénio necessaria a germinagdo induzindo uma resposta positiva ao

estimulo dado pela concentrag@o especifica do agucar.

Tabela 5.5 — Valores médios percentuais de conidios germinados apo6s 12 horas de
desenvolvimento em meio sélido e em meio liquido com diferentes
concentragdes de glicose provenientes de trés repeti¢des

Glicose em meio solido Glicose em meio liquido
Linhagem
1g/l 10g1 35g/1 1g/l 10g/1 35g/1
E9 99,0% 48.5% _ _ 48,5% 86,61%
Y5 98.4% 98,43% _ _ 19,5% 92,86%
B/vi 6,2% 85,0% _ _ 7,28% 1,73%
X 88,4% 11,1% _ _ 6,76% 10,73%

A linhagem auxotrofica Y5 apresentou-se indiferente quanto a concentragéo de
glicose quando o meio de cultivo foi s6lido; no entanto, quando 0 meio de cultivo foi
oferecido na forma liquida uma maior concentragdo de glicose se mostrou
preferencialmente Gtil & germinagdo. Numa concentragéo de 10g/1 de glicose (igual a do
me10 sélidé de manuten¢io da linhagem em laboratério) o meio solido se mostrou
favoravel a linhagem. A melhor utilizagdo do substrato na forma solida pode estar
associada a disponibilidade de oxigénio, uma vez que a razdo de respiragdo
freqiientemente aumenta com a germinacio, sendo que o oxigénio pode se apresentar
como capaz de interferir no metabolismo de glicose (Griffin, 1994c).

A linhagem auxotrofica B/vi se desenvolveu melhor preferencialmente em meio
de cultivo solido contendo uma concentragdo de glicose igual a do meio usado na
manuten¢do da linhagem em laboratério. Esta aparente dificuldade de adaptagdo a

mudanga no meio de cultivo pode ser corroborada com a observagdo de que numa
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mesma concentragio de glicose, o meio, sendo liquido, ndo ofereceu as mesmas
facilidades para a germinag#o da linhagem. Ainda pela figura 5.8 verifica-se que os 85%
de germinados ( em 12 horas de desenvolvimento em meio sélido com 10g/1 de glicose)
so foi alcangado apos 18 horas de desenvolvimento em meio liquido com 10g/1 de
glicose. A disponibilidade de oxigénio, estimulo & aquisi¢do de nutrientes € adaptagdo
morfologica e/ou fisiolégica podem, separadamente, ou em conjunto, explicar este
resultado.

A linhagem X/vi, apds 12 horas de desenvolvimento, mostrou maior numero de
conidios germinados em meio solido numa concentragdo de glicose inferior aquela do
meio usado na manutengdo da linhagem em laboratério. Em meio de cultivo liquido,
uma maior concentragdio de glicose ofereceu ligeira vantagem a germinagdo.
Considerando a importincia da disponibilidade de oxigénio para a germinagdo, 0 meio
solido se mostrou mais eficaz neste aspecto.

De modo geral, em 12 horas de desenvolvimento todas as linhagens
apresentaram maior numero de conidios germinados em meio solido que em meio
liquido. Entretanto, ndo apenas a composi¢io do meio de cultivo € importante para a
escolha ou rejeigdo de uma linhagem quanto a germinagéo, mas também o € o grau de
acesso aos nutrientes oferecidos que o microrganismo tem em fung@o de sua capacidade
assimilatoria ajustada ao meio de cultivo. Além disso, sua morfologia também pode
impeli-lo 2 um comportamento que diferira de acordo com a oferta de nutrientes num
determinado tipo de ambiente. Assim, a capacidade adaptativa (morfologica e/ou
fisioldgica) € importante em analises do comportamento das linhagens no inicio do
processo infectivo, e pode ser de extrema importincia em estudos de melhoramentos de
linhagens de Metarhizium anisopliae para este fim, e os resultados aqui apresentados

visam auxiliar nesta diregdo.

5.6 - Avaliacio do peso da massa micelial séca obtida em meio de cultivo liquido

O crescimento é um processo complexo com muitos componentes diferentes

que podem contribuir para o desenvolvimento e para a diferenciagdo. Pode-se usar
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critérios variados para a medida de crescimento individual ou de colonias mas as
técnicas sdo sempre alvo de criticas pois a fluidez do meio, a esterilizagdo, o indculo, os
queladores (tampdes de pH) e outros fatores influenciam na avaliagéo (Griffin, 1994a;
Ross, 1979a). Considerando que se procurou manter um determinado padrdo no decorrer
dos experimentos, acredita-se que os resultados possam expressar uma parcela da
realidade.

Apds a germinagdo, espera-se que o crescimento do fungo demonstre sua
habilidade em superar adversidade e dar continuidade ao processo de infecgdo no
hospedeiro. A influéncia de alguns fatores foram avaliados quanto a este parametro, €
aqueles que poderiam induzir uma resposta morfologica expressa no desenvolvimento e

diferenciacio importantes para o processo infectivo serdo apresentados no item 5.7.

5.6.1 — Influéncia do diéxido de carbono e da milhocina no peso da massa

seca durante o desenvolvimento das linhagens

O desenvolvimento das linhagens E9, Y5, B/vi e X/vi foi avaliado por cerca de
72 horas, em intervalos de tempo de 12 horas. Na tabela 5.6 € nas figuras 5.10 a 5.13
acham-se representados os valores médios de peso de suas massas miceliais secas. A
milhocina foi utilizada numa concentracio tal que conduzisse a uma osmolalidade do
meio aquela proxima da hemolinfa (itens 5.1 e 5.4). O diéxido de carbono gasoso € a
milhocina foram oferecidos como tratamento apds o nimero de conidios germinados de
cada linhagem ter atingido cerca de 30% em meio liquido MM ou MM com suplemento
para auxotrofia (item 5.5).

O dioxido de carbono mostrou-se efetivo na inibigdo do crescimento de todas as
linhagens. Esta inibigdo pode ser vista tanto em meio MM como no meio acrescido com
milhocina (CSCO,). Considerando que o CO; dissolvido pode influenciar a morfologia (
Mclntyre; McNeil, 1997a,b) alterando a parede celular de maneira estrutural (Gooday;
Schofield, 1995), parece provavel que uma resposta adaptativa além do transporte de
nutrientes tenha sido afetada pelo composto. O impacto na morfologia e no crescimento
tem sido observado em certo namero de microrganismos, sendo que em alguns casos o

gas pode estimular o crescimento (McIntyre; McNeil, 1998).



100

Tém sido propostos diversos mecanismos de agdo do dioxido carbono gasoso,
incluindo sua capacidade de penetragdo no meio celular, alterando o pH interno da
célula e conduzindo a um desequilibrio de cargas desde a membrana até a alteragio da
atividade enzimatica intracelular (McIntyre; McNeil, 1998; Cooke; Whipps, 1993d).
Decorrente disto, poder-se-ia esperar mudangas na interagdo das c€lulas fungicas com o
meio de cultivo, o que foi inferido quando se observou que o gas estimulou a
ramificagdo de hifas tornando-as mais finas e alongadas, com diminuigdo dos angulos
formados entre o ramo e a hifa principal, morfologia tipica de hifas de dimorfismo para
crescimento (Cooke; Whipps, 1993a). Esta resposta morfologica tem sido tida como
consegilente de eventos anteriores a ramificagdo e ser parcialmente independente da
extremidade de hifa (Watters et al. 2000) bem como tem sido mostrada ser responsavel
pela produgio especifica de metabolitos em fungos (Gibbs; Seviour; Schmid, 2000).
Toda esta capacidade do diéxido de carbono em modificar a fisiologia € a morfologia

celulares podem, portanto, justificar sua interferéncia na producdo de massa micelial.
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Tabela 5.6 — Valores médios de pesos das massas secas miceliais das linhagens em meios
de cultivo liquidos em diferentes horas de desenvolvimento provenientes de
trés repetigdes

Peso (mg) em horas de desenvolvimento
Linhagem | Meio de cultivo

18h 24h 36h 48h 72h

MM 8,27 19,00 30,20 59,90 85,60

E9 MM CO; 9,97 15,30 17,20 19,60 21,50
CS 25,03 57,5 113,91 | 28290 | 536,80

CS CO, 45,74 70,21 79,30 96,67 96,87

MM’ 9,27 30,63 22,29 45,67 86,41

Vs MM’ CO; 915 | 2606 | 26,12 | 2849 | 2732
Cs 32,55 92,70 84,10 177,40 | 411,41
CS CO, 42,60 65,00 64,80 82,40 100,61

MM’ 8,17 31,47 26,37 24,13 77,23

BAvi MM’ CO; 919 | 2203 | 1843 | 21,73 | 1980
Cs 28,23 69,60 59,01 122,20 | 323,10

Cs CO, 26,15 56,90 65,70 68,61 96,70

MM’ 9,01 19,50 22,60 | 2721 49.50

i MM' CO;, 9,53 21,50 15,50 19,31 19,30
Ccs 26,21 83,80 118,80 | 206,81 | 407,90
CS CO, 24,18 84,32 112,80 | 103,80 | 104,00
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O dioéxido de carbono gasoso também induziu a fragmentagdo de hifas nos
diferentes meios de cultivo o que, podendo caracterizar culturas com uma produgdo de
metabdlitos especificos (Gibbs; Seviour; Schmid, 2000), corrobora os resultados quanto
a morfogénese em condigBes de cultivo. Houveram periodos no decorrer do crescimento
em que as linhagens responderam a agdo do gas de modo positivo, apresentando
inclusive discreto aumento da massa micelial em relagdo ao mesmo meio de cultivo sem
0 g4s. Em outros momentos, o que variou com a linhagem, uma resposta inibitoria a
acdo do gas pdde ser detectada. Deriva deste conjunto de observagdes que o dioxido de
carbono gasoso utilizado produziu um ambiente hostil ao crescimento das linhagens,

impelindo-as a alteragdes no crescimento e desenvolvimento.
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Figura 5.10 — Valores médios dos pesos da massa micelial seca da linhagem E9
em desenvolvimento em meios de cultivo liquidos com ou sem
dioxido de carbono gasoso provenientes de trés repeticdes



Com base na composi¢do da hemolinfa do inseto de interesse, conhecendo-se o
teor de CO, circulante, pode-se utilizar a capacidade adaptativa morfologica e
fisiologica de determinada linhagem a fim de usd-la como prospectivo agente
patogénico, a julgar apenas pelo peso da massa seca sob CO, apos 48 horas de
desenvolvimento em meio MM ou MM com suplemento, teriamos, em ordem
decrescente YS > B/vi >E9 > X/vi.

A milhocina, rica em componentes necessarios para o desenvolvimento do
microrganismo mostrou-se, na concentragdo de 4% (item 5.4.3), extremamente eficaz
para a produgdo de massa micelial de todas as linhagens. O aumento da quantidade e
qualidade de nutrientes bem como o aumento da osmolalidade do meio de cultivo apés a
introdug@io da milhocina poderia explicar o estimulo ao crescimento bem como a
alteragdo morfoldgica resultante da resposta das células fungicas (Gibbs; Seviour;
Schmid, 2000). Como posteriormente apresentado, observou-se a produgdo efusiva de
conidios submersos bem como a alteracdo no pH do meio de cultivo; o espessamento
das hifas, que diversas vezes tem sido associado com a produgdo de metabdlitos,
também foi observado (Tamerler et al., 1998; Latgé, 1988). Diferente do diéxido de
carbono gasoso, a milhocina sempre se mostrou estimulatéria ao crescimento nos
diferentes meios de cultivo.

Particularmente para a linhagem E9 (Figura 5.10) a resposta inibitdria do
crescimento frente ao dioxido de carbono ficou evidente a partir das 24 horas de
desenvolvimento em comparag@o ao meio MM sem CO,. Comparando os meios com
milhocina, a resposta a agdo do gas foi estimulatoria até o periodo entre 24 - 36 horas de
desenvolvimento apds o que a linhagem passou a mostrar a agdo inibitoria do gas quanto
ao crescimento. Uma resposta adaptativa ao meio CSCQO, comegou discretamente entre
36-48 horas, se mantendo até 72 horas de desenvolvimento.

A linhagem Y5 (Figura 5.11) apresentou uma resposta inibitoria do crescimento
frente ao dioxido de carbono ji4 a partir das 18 horas de desenvolvimento em
comparagdo ao meio MM sem CO,.

Analisando os meios com milhocina, a resposta estimulatéria da agdo do gas se

deu entre o periodo de 18 -24 horas de desenvolvimento apds o que a linhagem passou a
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mostrar inibicdo quanto ao crescimento. Entre o periodo de 48-72 horas de

desenvolvimento a linhagem comegou a mostrar adaptagdo ao meio CS CO,.

peso da massa seca (mg)
e
=
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Figura 5.11 - Valores médios dos pesos da massa micelial seca da linhagem Y5 em
desenvolvimento em meios de cultivo liquidos com ou sem didxido de
carbono gasoso provenientes de trés repetigdes

A linhagem B/vi (Figura 5.12) expressou uma resposta estimulatoria ao
crescimento frente ao dioxido de carbono até 18 horas de desenvolvimento em
comparagdo ao meio MM sem CO,; ja4 em meios com milhocina a explicitagdo da
resposta a agdo do gas foi de inibigdo, ainda que discreta, desde 18 horas de
desenvolvimento. A linhagem comegou a mostrar adaptagdo ao meio de cultivo CS CO;

entre o periodo de 48-72 horas de desenvolvimento.
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Figura 5.12 - Valores médios dos pesos da massa micelial seca da linhagem B/vi em
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Figura 5.13 - Valores médios dos pesos da massa micelial seca da linhagem X/vi em
desenvolvimento em meios de cultivo liquidos com ou sem dioxido de
carbono provenientes de trés repeti¢des
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Como mostrado na figura 5.13, o comportamento da linhagem X/vi ao dioxido
de carbono gasoso, em meio sem milhocina, foi tal que o gas induziu uma resposta de
estimulo ao crescimento evidente até o periodo de 24 horas. No meio com milhocina a
linhagem expressou uma resposta inibitéria ao efeito do CO; a partir do periodo de 48
horas de desenvolvimento.

Considerando que a injegdo do gas se deu apos a verificagdo de que 30% dos
conidios de cada linhagem em meio MM estavam germinados (item 5.5 e quadro 5.1) os
tempos médios para a exibi¢do da resposta inibitéria frente ao gas para as linhagens E9,

Y5, B/vi e X/vi foram de 10 horas, 4 horas, 6 horas e 13 horas respectivamente.

Quadro 5.1 — Comparagdo entre o namero de horas de desenvolvimento necessarias
para se obter 30% de germinados e para a expressdo da resposta
inibitoria de crescimento ao CO» em meio liquido

Horas de desenvolvimento em que se verifica

Linhagem
30% de conidios germinados | Evidéncia da inibi¢do devida ao CO,
E9 10 a 12 horas entre 18 e 24 horas
Y5 14 horas 18 horas
B/ivi 14 a 16 horas entre 18 ¢ 24 horas
X/vi 16 a 18 horas entre 24 ¢ 36 horas

A sensibilidade ao gas como inibidor do crescimento variou, portanto, com a
linhagem; visto que as linhagens diferem entre si na morfologia e fisiologia tais
caracteristicas certamente estio envolvidas nas respostas observadas independente da
diferenciagio de hifas conidiogénicas e formagfio de estruturas aéreas (conidios
pigmentados) que se formaram em periodos posteriores de desenvolvimento.

Quanto a agdio da milhocina, a linhagem que apds 72 horas de desenvolvimento
ganhou maior aumento médio de massa micelial foi a X/vi ( cerca de 9 vezes o valor da
massa em meio sem milhocina). Visto que in vitro o desenvolvimento esteve

correlacionado com as condigdes de cultivo, estes resultados véem corroborar .a
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importancia que deve ser dada ao conhecimento da adaptagéo fisiologica ¢ morfologica
de determinada linhagem em fungdo da constituicdo da hemolinfa em insetos de
interesse cuja dieta alimentar pode interferir na qualidade do controle microbiano. Estes
resultados poderdo auxiliar em pesquisas posteriores que envolvam o melhoramento da

viruléncia de linhagens (St. Leger et al., 1994b).

5.6.2 — Influéncia da concentraciio de coldgeno e de gelatina no peso da

massa seca das linhagens

O colageno € uma proteina insoluvel nos solventes usuais de proteinas, mas ¢
digerivel, embora lentamente, por pepsina e tripsina. E também caracterizado pelo fato
de que ao ser aquecido em agua ou solugéo acida é transformado em gelatina, a qual é
mais solivel e prontamente digerivel por enzimas proteoliticas. Esta transformagéo
provavelmente representa um processo de desnaturagdo. O colageno, via de regra,
apresenta um alto conteido de glicina (25%), e de prolina e hidroxiprolina (30%). A
gelatina e o colageno ainda que carentes de triptofano e cistina, e contendo somente
pequenas quantidades de metionina e tirosina (Cantarow; Schepartz, 1963) podem
enriquecer o meio de cultivo onde sdo acrescentados.

Foi descrito por Zimmermann; Kleespies (1998) que o colageno, constituinte de
cuticula de insetos, pode estimular o aumento quantitativo de estruturas fingicas de
infeccdo denominadas pelos autores de “blastosporos”. Antes de testar este argumento
(item 5.7.10), ofereceu-se diversas concentragdes de gelatina e de coldgeno as linhagens
e escolheu-se o periodo de 48 horas de desenvolvimento como representativo para
comunicar os resultados. Medidas de peso da massa seca, pH, avaliagdo da coloracéo do
meio de cultivo e aparecimento de estruturas aéreas e/ou submersas foram determinados

(item 5.7.10).
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Abaixo seguem os resultados referentes aos dois primeiros destes pardmetros,
sendo que o0s outros serdio mostrados posteriormente. As linhagens auxotréficas tiveram

o meio de cultivo MM acrescido de suplemento nutricional.
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Figura 5.14 — Valores médios dos pesos da massa seca apo6s 48 horas de
desenvolvimento em meios liquidos com  diferentes
concentragdes de colageno, provenientes de trés repetigdes

Pode-se inferir da Figura 5.14 que cada uma das linhagens se comportou de
modo especifico quanto a concentragio de colageno, refletindo em sua massa micelial a
acdo do composto.

Para a linhagem E9 temos, simbolicamente, que em termos de produgdo de
massa micelial, CS > 3%COL > 2%COL > 0,5%COL = 1%COL > MC > MM. A
linhagem Y5 apresentou um bloco de produgdo de massa micelial em colageno como se
segue: CS > 3%COL > 2%COL > MC > 1%COL > 0,5 COL > MM com suplemento. Ja
a linhagem B/vi apresentou um bloco de produgdo de massa micelial em colageno igual
ao da linhagem E9, e a linhagem X/vi apresentou uma produg¢do micelial como o bloco

de produgdo da linhagem Y5, com excegdo em que 1%COL = 0,5%COL.
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Da figura 5.15 pdde-se inferir que cada uma das linhagens se comportou de
modo especifico também quanto a concentragdo de gelatina, refletindo em sua massa

micelial a agdo do composto.
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Figura 5.15 — Valores médios dos pesos da massa seca apos 48 horas de desenvolvimento em
meios liquidos com diferentes concentragdes de gelatina, provenientes de trés

repetigdes

Para a linhagem E9 temos, simbolicamente, que em termos de produgdo de
massa micelial, CS > 3%GEL > 2%GEL > 0,5%GEL > MC > 1%GEL > MM. A
linhagem YS apresentou um bloco de produgdo de massa micelial em gelatina como se
segue: CS > 3%GEL > 0,5%GEL > 2% GEL > MC > 1%GEL > MM com suple;mento.
J4 a linhagem B/vi apresentou um bloco de produgdo de massa micelial em gelatina
como se segue: CS > 0,5%GEL > 3%GEL > 2% GEL > MC > 1%GEL > MM com
suplemento, e a linhagem X/vi apresentou como produgao micelial a seqiiéncia: CS >
1% %GEL = 0,5%GEL > 3% GEL > 2%GEL > MC > MM com suplemento.

Avaliando o conjunto de valores para colageno ¢ gelatina pode-se constatar que
para as linhagens E9 e B/vi o colageno nas concentragdes 1-3% permitiu uma maior

proliferagdo micelial, e numa baixa concentragao (0,5%) a gelatina foi mais desejavel. -A
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linhagem Y5 mostrou que nas concentragdes 2-3% o coldgeno permitiu uma maior
proliferagdo micelial e 0,5-1% a gelatina foi mais eficiente; a linhagem X/vi produziu
maior massa micelial em todas as concentra¢des de gelatina comparadas com as mesmas
concentracdes de colageno.

Como observado no inicio deste item, o colageno ¢ a gelatina podem ser
diferentemente digeridos. Assim sendo, a aquisigdo de nutrientes onde estes compostos
estdo presentes pode depender da produgdo de peptidases e proteases bem como de
mecanismos de transporte pela membrana que podem variar com a sua constitui¢do
estrutural (Griffin, 1994b).

Em face dos resultados obtidos foi interessante constatar que tanto a linhagem,
com suas caracteristicas morfologicas e potencial genético, foram relevantes, como o
meio de cultivo ¢ a disponibilidade de nutrientes em conformidade com as estruturas
moleculares de seus componentes puderam influenciar o crescimento. Os resultados
podem contribuir nos estudos relativos & adaptagdo do fungo as camadas cuticulares de
insetos quanto 4 sua composi¢do e organizagdo estrutural, € suas influéncias no
desenvolvimento do patégeno, visto que a adaptagio de entomopatéogenos ao meio
ambiente pode requerer a produgdo de proteases e carbohidrases (St.Leger; Joshi;

Roberts, 1997; Braga; Destéfano; Messias, 1999).

5.7 — Desenvolvimento das linhagens nos diferentes meios de cultivo

A influéncia no desenvolvimento quanto & agdo do dioxido de carbono, da
variagio do pH, e da osmolalidade foi avaliada nos diversos meios de cultivo.
Considerando que a morfologia de propagulos flngicos tem sido apontade como
pardmetro de relevancia para a patogenicidade e viruléncia de Deuteromicetos (Latge,
1988), a obtengio de propagulos especificos nos diferentes meios de cultivo foi tomada

como tarefa primordial nos experimentos.
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5.7.1 — A interferéncia do di6xido de carbono gasoso no desenvolvimento

das linhagens

O didéxido de carbono gasoso foi avaliado quanto a sua influéncia na coloragio

do tapete micelial, no pH € na produgéo e propagulos.

5.7.1.1 - O diéxido de carbono gasoso e a producio e pigmentacio

de esporos

O quadro 5.2 resume os efeitos do didéxido de carbono gasoso notados no
cultivo submerso das linhagens em meios especificos. O intervalo de tempo de
desenvolvimento de 60 horas foi tomado como suficiente e representativo para mostrar a
influéncia do gas na pigmentagdo das linhagens, quando estruturas aéreas de propagacio
puderam ser observadas.

Quadro 5.2 — Influéncia do didxido de carbono gasoso na pigmentagdo do tapete micelial

das linhagens apos 60 horas de desenvolvimento em diferentes meios de
cultivo, liquidos provenientes de trés repeti¢des

Meios de cultivo
Linhagem
MM /MM MM CO, / MM’ CO, CS CS CO,
E9 V¥ B A% B
Y5 A B A B
Bivi B B B B
X/vi X B X B

* V= verde escuro A= amarelo escuro B= branco X= violeta

Pode-se verificar que o didxido de carbono tanto no meio de cultivo MM (com
ou sem suplemento) como em meio com milhocina (CS), impeliu as linhagens a
apresentarem a colorago branca para o tapete micelial. Sabe-se que fungos filamentosos
tém mais de um tipo de proteinas morfogenéticas que sdo capazes de responder a

condigbes ambientais externas por intermédio de mecanismos variados € gerar
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hidrofobicidade de superficie onde o ar ¢ uma das interfaces (Talbot, 1997); além disto,
visto que pigmentos de fungos podem estar associados com a reprodugdo, respiragdo e
metabolismo celulares (Ross, 1979a), o didxido de carbono apreséntou—se, portanto,
como potente candidato a indutor de dimorfismo também em Mezarhizium anisopliae
visto que dificultou a produg@o de propagulos a€reos.

Respostas eficientes ao dioxido de carbono provavelmente necessitam de
mecanismos epigenéticos adequados, sendo as alteragdes morfoldgicas a expressdo mais
visivel destas respostas; em vista dos resultados, o impedimento provido pelo gas no
aparecimento e pigmentagdo das estruturas aéreas mesmo na presenc¢a do ar in vitro
fortalece o argumento de que a constituicdo da hemolinfa in vivo pode determinar o
sucesso da propaga¢do aérea do fungo, pois pigmentos em esporos podem exercer a
funcdo de protegdo contra adversidade ambiental (Jong et al., 1997)

Foram também elaborados experimentos com a linhagem E9 em meios de
cultivo com diferentes viscosidade e concentragdes de glicose, compostos a base de
milho, visando verificar a influéncia na coloragdo micelial frente ao didxido de carbono
gasoso dissolvido.

Como pode ser verificado com os quadros 5.2 € 5.3 a coloragdo do tapete
micelial da linhagem E9 onde o gas ndo foi injetado se apresentou verde escuro em CS,
branco em CM e verde claro em FM, o que vem mostrar que apesar de estes trés meios
de cultivo conterem farinha de milho como base, a confecgdo do meio interferiu no
desenvolvimento. Isto vem corroborar as criticas emergentes quanto aos Critérios
utilizados pelos pesquisadores para avaliagdo do desempenho de linhagens sob estudo
(Griffin, 1994a; Butt; Goettel, 2000).

A glicose (conduzindo a uma osmolalidade do meio proxima aquela da
hemolinfa) pareceu atuar como fator que favoreceu a manutengéo da pigmentagdo verde
escuro das estruturas aéreas caracteristica do meio de referéncia MM, ja a modificagédo
da coloragio do filtrado do meio de cultivo que passou de amarelo claro para o0 amarelo
escuro nos meios onde se acrescentou a glicose, poderia ser justificada pela
concentragdo deste reagente. Por outro lado, verificou-se que quando o CO, foi injetado
nos meios de cultivo, os filtrados apresentaram-se incolores € a cor do tapete micelial foi

branca (com excegdo do meio FMCO,) mesmo quando a glicose esteve presente. Um
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mecanismo especifico de resposta a glicose possivelmente deve estar envolvido nestes
resultados.

A produg@o e pigmentagio de esporos ¢ também parametro a ser considerado na
patogenicidade e viruléncia de fungos visto que o desenvolvimento pode seguir
caminhos determinados por esta resposta ao ambiente (Jong et al., 1997). Portanto, a
sensibilidade da linhagem quanto ao estimulo ambiental retratada na produgdo de
esporos ¢ na alteragdo da coloragdo no intervalo de tempo necessario para a
manifestagdo da resposta, pode ser um indicativo da rigidez epigenética conseqiiente de

um conteudo genético protegendo a adaptagio.

Quadro 5.3 — Influéncia do didxido de carbono gasoso na pigmentagio da linhagem E9
apos 60 horas de desenvolvimento em diferentes meios de cultivo liquidos,
provenientes de trés repetigdes

Coloracao*
Meio de cultivo
Tapete micelial Filtrado do meio de cultivo
MM v a
MM CO, B I
GLI \Y A
GLI CO, B 1
CM B I
CM CO, B I
FM v I
FM CO, v I
GLICM v A
GLICM CO, B I
GLI FM v A
GLI FM CO, B I

*V= verde escuro v=verde claro A= amarelo escuro a= amarelo claro B=branco I=incolor
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A pigmentag3o dos esporos aéreos provenientes de estruturas miceliais pode ser
alterada pela composigdo de vitaminas e outros nutrientes no meio de cultivo bem como
pela disponibilidade destes ao fungo (Garraway, Evans, 1984). Entre os distintos
mecanismos de ag¢do, o dioxido de carbono pode alterar a permeabilidade da membrana
e influenciar a aquisi¢io de nutrientes, indiretamente permitindo variagdo na
osmolalidade do meio, induzindo ao aparecimento de hifas mais finas e caracterizando
um determinado tipo de dimorfismo (Cooke; Whipps, 1993a; McIntyre; McNeil, 1997).
Como anteriormente mencionado, a pigmentagdo € caracteristica de estruturas acreas €
os resultados referentes ao desenvolvimento das linhagens em cultura submersa devem
ser de auxilio em estudos comparativos aqueles feitos com a colonizagido da hemolinfa

de insetos.
5.7.1.2 - O diéxido de carbono gasoso e o pH

O didxido de carbono também modificou a evolugdo do pH do meio de cultivo
induzindo respostas de desenvolvimento. Meios de cultivo sem e com uma concentragdo
de milhocina que produziu um valor de osmolalidade préxima a da hemolinfa de
Anastrepha fraterculus (item 5.1) foram elaborados. As linhagens auxotréficas
receberam aditivos suplementares as suas deficiéncias nutricionais.

Avaliando a figura 5.16, podemos notar que o diéxido de carbono gasoso agiu
por intermédio do meio de cultivo de modo a induzir a linhagem selvagem E9 a exibir
uma resposta de maneira espeéiﬁca frente ao ambiente dependendo dos nutrientes
disponibilizados. Uma das conseqiiéncias desta especificidade foi, como j4 analisada, a
produgdo de massa micelial (figura 5.10); outra conseqiéncia foi percebida pela resposta
adaptativa aos estimulos do ambiente evidenciada pelo pH do meio de cultivo onde a
linhagem se desenvolveu.

Verificou-se que o meio MM permitiu & linhagem E9 expressar a agdo do gas
por intermédio da variagdo do pH mais facilmente do que o meio com milhocina,
mostrando um possivel efeito tamponante existente no meio CS. Apesar de a variagdo

dos valores médios de pH entre os meio com milhocina (com e sem o gas) até 48 horas



115

de desenvolvimento ter sido pequena percebeu-se, pela produgdo de massa micelial

(item 5.6.1) que o gas foi eficaz em impedir o desenvolvimento.
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Figura 5.16 - Influéncia do diéxido de carbono gasoso nos valores médios do pH de
diferentes meios de cultivo liquidos provenientes de trés repeti¢des em que a
linhagem E9 se desenvolveu

Vale lembrar, no entanto, que o pH do ambiente pode interferir
intracelularmente com moléculas necessarias ao desenvolvimento especifico, bem como
extracelularmente, alterando inclusive a produgdo de metabolitos que gerariam outras
futuras respostas pelo fungo numa cadeia de sintese molecular (Mclntyre; McNeil,
1997a, b; St.Leger; Nelson; Screen, 1999).

Assim parece possivel que a agdo do CO; no desenvolvimento da linhagem E9
se deu primariamente por interferéncia na aquisi¢do de nutrientes importantes para o

desenvolvimento além de causar a mudanga de pH inicial.
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Figura 5.17 - Influéncia do didxido de carbono gasoso nos valores médios do pH de
diferentes meios de cultivo liquidos provenientes de trés repetigdes em
que a linhagem Y35 se desenvolveu

Pela figura 5.17 pdde-se verificar que a linhagem auxotréfica Y5 seguiu um
padréio adaptativo a agdo do diéxido de carbono semelhante a linhagem selvagem E9.

Vemos que o desenvolvimento da linhagem Y5 no meio MM'CO; interferiu
com o pH deste meio de cultivo, o que se mostrou coerente com sua producdo de massa
micelial (figura 5.11). Em milhocina, o desenvolvimento da linhagem permitiu um
aumento do pH que se inicia em 48 horas ¢ foi nitido em 72 horas, o que também
coincidiu com a produgdo de massa micelial; j4 quando o gas foi injetado, percebeu-se
que este aumento de pH ndo ocorreu, evidenciando que, apesar dos valores de pH em
horas anteriores de desenvolvimento terem sofrido pouca alteragdo comparado com o
meio onde ndo houve injecdo do gas, a a¢do do dioxido de carbono foi traduzida no
desenvolvimento e percebida também pela evolugdo do pH.

A figura 5.18 apresenta os valores médios de pH para a linhagem auxotrofica
B/vi como representativos de um dos aspectos do desenvolvimento da linhagem em

meios de cultivo com e sem didoxido de carbono.
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Figura 5.18 - Influéncia do diéxido de carbono gasoso nos valores médios do pH de
diferentes meios de cultivo liquidos provenientes de trés repeti¢des em que
a linhagem B/vi se desenvolveu

Considerando que o crescimento da linhagem B/vi (figura 5.12) resultou em
uma baixa interagio com o meio de cultivo, provavelmente o desenvolvimento expresso
pela evolugdo do pH do meio de cultivo independeu da produgdo efusiva de massa
micelial (Butt; Goettel, 2000).

Em meio com milhocina, apesar da fartura de nutrientes, o dioxido de carbono
parece té-los tornado pouco acessiveis visto que ficaram impedidos de contribuir para o
desenvolvimento da linhagem com a mesma eficdcia que no meio sem o gas (figura
5.12). Comparativamente 4 linhagem selvagem E9 em 72 horas de desenvolvimento, a
linhagem B/vi teve diferengas entre valores de pH em meio com € sem 0 gas menores
que a linhagem E9, o mesmo se dando com a produgdo da massa micelial que poderia
novamente indicar uma capacidade adaptativa da B/vi um pouco melhor em comparagao
com a E9, provavelmente devido a diferengas fisiologicas e estruturais entre as

linhagens.
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Figura 5.19 - Influéncia do diéxido de carbono gasoso nos valores médios do pH de
diferentes meios de cultivo liquidos provenientes de trés repeti¢oes em que
a linhagem X/vi se desenvolveu

Pela figura 5.19 verificou-se, mais uma vez um certo padrdo adaptativo da
linhagem auxotrdfica ao meio em que o gas foi injetado. Entretanto, a X/vi foi a
linhagem que em 72 horas de desenvolvimento teve as menores diferengas entre os
valores de pH com e sem diéxido de carbono em meio MM (Tabela 5.7), o mesmo se
dando com as diferencas entre os valores médios para os pesos de massa seca neste
mesmo tempo de desenvolvimento. Isto evidenciou que em meio MM esta linhagem
aparentemente foi a que melhor se adaptou & inje¢dio do gas, ndo desconsiderando que
seu crescimento também foi o menor neste meio de cultivo em relagdo as outras
linhagens.

Assim, apos 72 horas de desenvolvimento, a linhagem X/vi fol a que mostrou
menores diferencas de valores de pH entre os meios MM e MM 'CO,, em que também
apresentou menores diferengas para peso de massa micelial seca; em meio com

milhocina este perfil de resposta foi apresentado pela linhagem B/vi. Portanto, ainda que
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podendo medir isoladamente determinado pardmetro (pH, osmolalidade, peso da massa
seca, etc.) sua influéncia no desenvolvimento de uma linhagem precisa ser feito sob um
conjunto (Szabo, 1999).

Tamerler et al. (1998) mostraram que requerimentos Otimos podem ser
diferentes para cada estagio de desenvolvimento de uma linhagem de Metarhizium
anisopliae em que mudangas repentinas no pH podem causar tanto perturbagdes
permanentes como temporarias associadas ao metabolismo. Os resultados apontam para
uma necessidade intrinseca de analise do inteiro processo de desenvolvimento em que o
aparato genético e 0 epigenético estdo envolvidos. Deste modo, podemos dizer que um
dos aspectos especificos de agdo do dioxido de carbono gasoso foi a modificagdo da

evolugdo do pH do meio de cultivo, mas que dependeu da linhagem utilizada.

Tabela 5.7 — Influéncia do CO;: diferengas comparativas entre os valores médios de pH e
peso da massa micelial seca das linhagens em 72 horas de desenvolvimento em
dois diferentes meios de cultivo liquidos, provenientes de trés repetigdes

A pH A Pese Seco (mg)
Linhagem
MM - MMCO,* |CS - CSCO, MM - MMCO,* CS - CSCO,
E9 1,950 1,943 64,10 43993
Y5 1,560 1,320 59,09 310,80
Bvi 1,673 0,914 57,43 226,40
X/vi 1,060 1,610 30,20 303,90

* ou MM - MM 'CO,

Visando ainda verificar a influéncia do dioxido de carbono gasoso no pH foram
também elaborados experimentos com a linhagem E9 em meios de cultivo, compostos a
base de mitho com diferentes viscosidade e concentragdes de glicose.

De acordo com a figura 5.20, podemos perceber que o didéxido de carbono
contribuiu mais para a queda de pH em meio MM que em meio com maior concentragdo
de glicose, visto que maiores diferengas entre os valores médios de pH se encontram

entre os meios MM e MMCO, do que em Gli e GLiCOs.
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O gas permitiu um aparente tamponamento eficaz no meio com maior
concentragdo de glicose.

O di6xido de carbono gasoso, pdde atuar no crescimento alterando-o (conforme
item 5.6.1), conduzindo a necessidade de um determinado intervalo de tempo para a
adaptacdo da linhagem; isto permitiria que a interagdo com o gas dissolvido fosse
limitada pelo desenvolvimento das células fungicas. A morfologia tambem se mostrou
influenciada pelo gés como descrito no quadro 5.3, Como mostrado na tabela 5.5 a
linhagem E9 germinou melhor em meio liquido quando a concentragdo de glicose foi
maior, o que pode apontar para um efeito sinergético da glicose ao dioxido de carbono

gasoso no desenvolvimento da linhagem.

ol —
6251
5,75 41

551
52511

MMCO2

118h 1 24h [136h @ 48h 1 60h

Figura 5.20 - Influéncia do di6xido de carbono gasoso nos valores médios de pH em
meios de cultivo liquidos provenientes de trés repeti¢des com duas
diferentes concentragdes de glicose (10g/l1 e 35g/1) em que a linhagem
E9 se desenvolveu

Pela figura 5.21, observou-se um padrio de resposta a agdo do didxido de
carbono em meios de cultivo compostos a base milho: houve um decréscimo gradual dos

valores de pH, enquanto que o inverso ocorreu em meios onde ndo houve a inje¢do do
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gas. Comparativamente, as diferengas entre valores medios de pH foram maiores entre
os meios FM e FMCO; .

Além do enriquecimento do meio de cultivo em fungdo do milho, a viscosidade
pode ter permitido um aprisionamento especifico do diéxido de carbono gasoso de
forma mais eficiente, modificando o tempo de contato das células fungicas com o gas ¢

induzindo a resposta especifica em termos morfologicos, como descrito no quadro 5.3.

CMCO2

[718h [124h ®@36h [148h [160h

Figura 5.21 - Influéncia do didéxido de carbono gasoso nos valores médios de pH de
diferentes meios de cultivo liquidos compostos & base de milho provenientes
de trés repeticdes em que a linhagem E9 se desenvolveu

A agio do gas, apesar de se refletir na modificacéo da evolugdo do pH do meio,
nio modificou a cor do tapete micelial em determinados meios (quadro 5.3) mostrando
que processos ai envolvidos provavelmente ndo dependeram diretamente do pH do meio
de cultivo gerado pela injecio do gas. Mecanismos alternativos de produgdo de

pigmentos (que muitas vezes s€ acham associados na respiragdo celular, metabolismo e
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reproducio fiingica) podem ter sido favorecidos por intermédio da viscosidade do meio
de cultivo.

Pela figura 5.22, novamente se observou um padrdo de resposta & agdo do
diéxido de carbono em meios de cultivo compostos a base de glicose € milho: houve um
decréscimo gradual dos valores de pH. No entanto o inverso nfo ocorreu em meios onde

ndo houve a injegdo do gas, como quando apenas os meios Gli ou CM ou FM foram

utilizados isoladamente (figuras 5.20 e 5.21).

GLCMCO2 I GLFMCO2

J18h [@24h ®W36h [48h  E60h

Figura 5.22 - Influéncia do dioxido de carbono gasoso nos valores médios do pH de
diferentes meios de cultivo liquidos compostos a base de glicose e milho
provenientes de trés repetigdes em que a linhagem E9 se desenvolveu

A agdo tamponante do gis em meio Gli cedeu parcialmente 4 riqueza ¢ a
variagdo da viscosidade dos meios compostos & base de milho. A resposta morfologica
pode ser encontrada em parte no quadro 5.3. Verificou-se que apés 60 horas de
desenvolvimento o acréscimo de compostos & base de milho no meio com glicose (meios

GliCM e GliFM) modificou a evolugdo do pH do meio no decorrer do desenvolvimento



123

da linhagem EO9, mas ndo foi suficiente para induzir uma alteragdo na pigmentagéo
micelial, o mesmo se dando com a injegdo do gas. A agdo da glicose na evolugdo do pH
(figura 5.20) foi modificada pelo acréscimo dos compostos a base de milho mas
permitiu, como agente regulador de desenvolvimento em fungos (Ronne, 1995), a
manuten¢io da pigmentagdo micelial.

Estes resultados deverdo corroborar com pesquisas que visem a analise da
continuidade do processo infectivo iniciada pelo fungo in vivo e que estejam baseadas na
constituicdo da hemolinfa conseqiiente da interagdo do inseto de interesse com o

ambiente que explora.

5.7.1.3 - O dioxido de carbono gasoso e a producdo de propagulos

submersos

No quadro 5.4 encontra-se a descrigdo resumida dos propagulos observados
apds aproximadamente 48 horas de desenvolvimento para as linhagens sob estudo
quanto a acdo do diéxido de carbono dissolvido nos meios de cultivo. As linhagens
auxotroficas receberam, no meio de cultivo, seus suplementos nutricionais.

Pode-se notar que o didxido de carbono induziu a fragmentag@o semelhante a
um processo precoce de envelhecimento de hifas, ainda que o nimero de fragmentos € a
intensidade de fragmentagdo apresentassem variagdo de acordo com a linhagem. A
diminui¢do da massa micelial resultante de um desenvolvimento mais lento (tabela 5.6)
mostrou que o gas pdde agir como um reagente hostilizando o ambiente onde a linhagem
esteve presente.

A fragmentagdo de hifas muitas vezes estd associada com a exaustio de
nutrientes e os efeitos da injego de dioxido de carbono gasoso na morfologia de fungos
filamentosos podem variar sendo deletério ou estimulante (Gibbs; Seviour; Schmid,
2000; Mclntyre; McNeil, 1998). Mecanismos diversos t€m sido propostos para a agdo do
diéxido de carbono visto que por poder alterar o pH extracelular também ¢ capaz de
afetar reagGes enzimaticas intracelulares ou penetrar no compartimento mitocondrial do

citoplasma celular (McIntyre; McNeil, 1997a, b).Assim, ndo ¢ dificil concluir que o
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fungo derivara de seu potencial genético a adaptagdo necessaria a um modo de

sobrevivéncia para vencer a adversidade do meio.

Quadro 5.4 — Influéncia de diferentes meios de cultivo liquidos com ¢ sem didxido de
carbono no tipo de propagulos submersos das linhagens em aproximadamente
48 horas de desenvolvimento, provenientes de trés repetigdes

Meio de cultivo
Linhagem
MM* MMCO,; " CS CSCO,
E9 (Fialoconidios) Fragmentos de Conidios Fragmentos de
hifas submersos hifas
Y5 6 Fragmentos de Conidios Fragmentos de
(Hifas) : hifas; conidios
hifas submersos
submersos
Inicio de Conidi
Bhvi (Hifas) omidios Fragmentos de
fragmentagdo de
submersos hifas
hifas
Inicio de s o
X/vi Hif Conidios Fragmentos de
v (Hifas) fragmentagdo de .
submersos hifas
hifas
* ou MM~
* ou MM'CO,

Fragmentos de hifas podem ser encontrados dentro de insetos (corpos hifais) e
sdo capazes de dar continuidade ao processo infectivo (Zacharuk, 1971). As linhagens
E9 e Y5 em meio MM com dioxido de carbono foram as que primeiro apresentaram
fragmentos de hifas visiveis. Este resultado, associado aos dados da tabela 5.5 em que
ambas as linhagens germinaram melhor em meio liquido quando a glicose esteve
presente em maior concentragdo, aponta para um possivel envolvimento do di6xido de
carbono na agéo da glicose sobre o desenvolvimento das linhagens, visto que a exaustdo
de glicose (no caso, um possivel impedimento de acesso a este reagente causado pelo
gas) muitas vezes esta associada a fragmentagdo de hifas (Gibbs; Seviour; Schmid,
2000).



125

Em conjunto, portanto, dioxido de carbono e glicose podem ter definido o
processo de fragmentagdo. A constituigio da hemolinfa, portanto, podera influir na
produgdo de propagulos dependendo da linhagem.

O quadro 5.5 resume a agdo do dioxido de carbono gasoso na morfologia
microscopica apenas da linhagem E9 em diferentes meios de cultivo & base de glicose e
milho.

A alterag@o nos valores medidos para o pH provocada pela injegdo do dioxido
de carbono isoladamente ndo justificaria o aparecimento das diferentes estruturas
morfologicas, visto que em meios com evolugdo de pH muito parecidos (MM e CM, por
exemplo) houve preferéncia pela produgio de propagulos especificos, enquanto que em
meios com evolugdo de pH diferentes (MMCO, e FM CO, por exemplo) pdde-se
apreciar o aparecimento de estruturas semelhantes . O efeito preciso do pH no fungo ¢
dificil de ser avaliado em virtude da complexidade de outros fatores envolvidos; no
entanto, sabe-se que a habilidade de adaptagdo pode estar relacionada a manutencio de
um balango i6nico e de um pH interno desejaveis (Cooke; Whipps, 1993d).

O efeito do pH em quantidades de CO, dissolvido e suas formas i0nicas
associadas sdo relevantes. Entretanto o pH também afeta a disponibilidade de nutrientes
na forma ibnica, alterando dramaticamente a solubilidade de muitos ions de metal
pesado (Mclntyre; McNeil, 1998).

A alteracdo da permeabilidade celular pode ocorrer em fungdo do pH do meio
de cultivo e vale observar que a natureza do composto responsavel por esta alteragdo €
de fundamental importincia para a resposta adaptativa do fungo, como pode ser notado
pelos valores de pH expostos nas figuras 5.20 a 5.22 e pelo quadro 5.5. O diéxido de
carbono, independente de seu modo de agdo, induziu a fragmentagdo de hifas.
Clamidosporos, tipo celular que freqiientemente estd associado a situagdes de baixa
atividade metabolica, ¢ eficiente em armazenamento de nutrientes e parece estar
envolvido primariamente na manutengdo da viabilidade do fungo em periodos de
condigbes ambientais desfavoraveis, como durante o processo de morte do inseto

hospedeiro, antes da produgdo de conidios (Zacharuk, 1971).
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Quadro 5.5 — Agdo do didxido de carbono gasoso na morfologia microscopica da
linhagem E9 em diferentes meios de cultivo liquidos a base de glicose e
milho provenientes de trés repeticdes

Meio de Cultivo Morfologia e propagulos submer:sos predominantes (em
horas de desenvolvimento)
MM [Fialoconidios] (36h)
MMCO; Fragmentos de hifas (48-60h)
GLI Brotamento lateral de hifas (18h); fragmentos de hifas
(48h); esferoplastos, [fialoconidios] (60h)
GLI CO; [Esferas refringentes nas extremidades de hifas] (36h)
[Esferas refringentes] (36h); clamidosporos (36h); conidios
CM submersos (48h)
CM CO, PR (36h); brotamento lateral de hifas (36h); clamidosporos
(36h); fragmentos de hifas (48h)
Clamidosporos intercalares (48h); clamidosporos livres,
FM [fialoconidios] (60h)
FM CO; [Esferas refringentes livres] (24h); fragmentos de hifas
(36h)
GLICM Clamidosporos (36h); [fialoconidios] (60h)
[Esferas refringentes nas extremidades de hifas] (36h);
GLICM CO, brotamento lateral (72h)
GLI FM [Esferas refringentes livres] (36h); clamidosporos
intercalares (60h); brotamento lateral (60h)
GLIFM CO; Esferoplastos (48h), [fialoconidios] (60h)

Os clamidosporos foram observados in vitro em meios onde milho foi
acrescentado na forma dos meios de cultivo CM e FM (com e sem glicose) € s6 foram
vistos onde o gas foi injetado no meio CMCO,. Os processos envolvidos na producéo

especifica de propagulos podem retratar caracteristicas desejaveis em fase distintas de
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colonizagdo pelo fungo in vivo. Apesar de este nem sempre ser o caso, atividade
enzimatica, producdo de proteinas de estresse e metabdlitos podem ser indicativos da
preferéncia de prolifera¢@o por intermédio de um certo tipo celular de propagulo, o que
pode auxiliar no melhoramento direcionado das linhagens (Finney, Langtimm; Soll,

1985; Swoboda et al., 1994).

5.7.2 — O desenvolvimento da linhagem E9 em pH baixo

Foram elaborados trés diferentes meios de cultivo e procedeu-se como descrito
nos itens 4.17.2, 4173 e 4.174. Em um destes meios ofereceu-se diferentes
concentragdes de milhocina, em outro, diferentes concentra¢des de acido lactico, € no
ultimo meio de cultivo foi fornecido acido cloridrico como fator de estimulo para a
variagdo do pH.

Considerando que alguns fungos como Candida albicans e Mucor rouxii
(Larone, 1995) podem alcangar o dimorfismo morfologico por intermédio da alteracdo
do pH do meio de cultivo, um breve estudo com a linhagem E9 foi feito visando a
obtengdo de propagulos especificos em meios de cultivo com valores de pH abaixo tanto
daquele em que as linhagens sdo mantidas em laboratdério como do pH médio avaliado
para a hemolinfa de Anastrepha fraterculus. Os experimentos se justificaram, no
entanto, visto que apesar do tamponamento da hemolinfa ser eficaz, seu pH pode ser
regulado ¢ modificado de acordo com a dieta alimentar e em determinadas fases de
desenvolvimento do inseto (por exemplo, durante o v6o), de acordo com Woodring
(1985).

Um ambiente pode ser considerado extremo para muitos fungos quando a
produgdo de biomassa ¢ restringida por uma imposigdo continua de estresse. Isto pode
ser devido ao modo de ag@io de um fator de estresse simples como por exemplo caréncia
ou excesso de nutrientes, temperatura ou pH extremos, ou baixa disponibilidade de agua.
Em muitas situagdes o crescimento pode ser preservado, mas estresses severos somente
podem ser tolerados pelo fungo se este possui caracteristicas fisioldgicas apropriadas ou
s¢ adapta por uma alteragdo temporaria no seu padrdo de desenvolvimento (Cooke;

Whipps, 19934).
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5.7.2.1 - O pH baixo em meio com diferentes concentracdes de

milhocina

Conforme mostrado no item 5.4, a quantidade de milhocina influenciou a
osmolalidade do meio de cultivo de modo positivo. Quanto a dindmica do pH do meio
de cultivo, a figura 5.23 resume as médias de um conjunto de valores obtidos durante o

desenvolvimento da linhagem E9.

0%CS 1%CS 3%CS 5%CS 7%CS 10%CS

| sk 124h &136h o4sh |

Figura 5.23 — Influéncia da concentragdo de milhocina no pH do meio de cultivo liquidos
provenientes de trés repetigdes em que se desenvolveu a linhagem E9

A fim de avaliar o grau de dispersdo dos valores medidos, foi feita analise de
varidncia para dois fatores, seguida pelo Teste F (nivel 5%) e pelo Teste Bilateral de
Dunnett (nivel 5%). Com um valor de 0,00124 para o quadrado médio do residuo
(QMR), Coeficiente de Variagdo de 0,665% e pelo Teste de Dunnett para as médias dos

valores pode-se verificar a necessidade de uma diferenga minima de 0,077 em relagdo &
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referéncia. Assim, entre as horas de desenvolvimento dentro de cada tratamento
especifico (0%, 1%, 3%, 5%, 7% e 10%CS) em 0% CS todos os valores diferem entre
si; em 1%CS e 3%CS apenas o valor em 48 horas de desenvolvimento difere dos
demais; e em 5%, em 7% e em 10%CS ndo ha diferenca entre os valores. Comparagéo
entre os tratamentos dentro de cada hora de desenvolvimento apontou para diferenga néo
significativa entre 7% e 10% CS, bem como para 3% e 5% CS exceto em 48 horas.

O aparecimento de propagulos no decorrer do desenvolvimento da linhagem E9

em meios com diferentes concentragdes de milhocina pode ser visto no quadro 5.6.

Quadro 5.6 — Influéncia da concentragdo de milhocina no pH do meio de cultivo MM ¢
na produgdo de propagulos da linhagem E9 em 48 horas de
desenvolvimento, provenientes de trés repeti¢des

% CS pH Propagulos
0 7,39 Fialoconidios
1 5,64 Brotamento lateral de hifas; conidios submersos
3 5,65 Conidios submersos; Fragmentagdo de hifas
5 4,31 Fragmentos de hifas; germinag¢do de fragmentos
7 423 - Filamentos
10 4,19 PR

Pode-se observar que, apesar de as diferengas entre determinados valores de pH
ndo terem sido estatisticamente significativas, a variagdo nos tipos de propagulos foi
evidente. Tanto a osmolalidade do meio, possivelmente refletindo o aumento de
nutrientes, como a disponibilidade e aquisi¢do destes para o fungo (Cooke; Whipps,
1993c¢) podem ter sido auxiliadas pela alteragdo do pH proporcionando esta variedade de

propagulos. Portanto, a obtengdo de propagulos, neste caso, parece indicar um controle
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ambiental associado a respostas morfologicas especificas determinadas por
caracteristicas fisiologicas da linhagem. A milhocina contem componentes que podem
atuar como fatores epigenéticos que induziriam as respostas observadas. Vale lembrar
que numa concentragio de 5% a milhocina induziu uma resposta morfologica em
fragmentos de hifas semelhante aquela ao diéoxido de carbono gasoso, que como os
filamentos, tém sido relacionados com a produgio de metabolitos em fungos

filamentosos (Gibbs; Seviour; Schmid, 2000).
5.7.2.2 - O pH baixo em meio com diferentes concentracoes de acido lactico

Com base na concentragdo de acido lactico existente na milhocina, foram
confeccionados os diferentes meios de cultivo. A figura 5.24 resume as médias de um
conjunto de valores obtidos durante o desenvolvimento da linhagem E9 em diferentes
concentragdes de acido lactico. A fim de avaliar o grau de dispersdo dos valores
medidos, foi feita analise de varidncia para dois fatores, seguida pelo Teste F (nivel 5%)
e pelo Teste Bilateral de Dunnett (nivel 5%). Com um valor de 0,00043129 para o
quadrado médio do residuo (QMR), Coeficiente de Variagdo de 0,53% e pelo Teste de
Dunnett para as médias dos valores pdde-se verificar a necessidade de uma diferenga
minima de 0,04527 em relagdo a referéncia.

Assim, todos os valores médios de pH nos tratamentos com diferentes
concentragdes de acido lactico foram significativamente diferentes entre si para todas as
horas de desenvolvimento; comparando a evolugdo do pH dentro de cada tratamento,
apenas os valores para 36 e 48 horas em 0,1% de acido lactico € em 36 horas para 0,3%
de acido lactico foram significativamente diferentes dos demais.

Os propagulos que surgiram no decorrer do desenvolvimento da linhagem E9
em meios com diferentes concentragdes de acido lactico pode ser visto no quadro 5.7.

Diferentemente do observado para as diversas concentragdes de milhocina, o
quadro 5.7 apresenta um momento no desenvolvimento da linhagem E9 em que as
diferengas entre determinados valores de pH foram estatisticamente significativas; no

entanto, a variagio nos tipos de propagulos néo foi evidente.
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0% 0.10% 0.30% 0.50% 0.70% 1.00%
AcLatico

[118h [124h 136h 148h

Figura 5.24 — Influéncia da concentragéo de acido lactico no pH do meio de cultivo
liquidos provenientes de trés repeticdes em que se desenvolveu a
linhagem E9

Quadro 5.7 — Influéncia da concentragdo de acido lactico no pH do meio de cultivo e na
produgdo de propagulos da linhagem E9 em 36 horas de desenvolvimento

% Ac. pH Propagulos
Lactico
0 735 Fialoconidios
0,1 432 PR; (Inchamento da extremidade de hifas)
0,3 3,33 PR; (areas escuras dentro das hifas)
0,5 2,86 PR; (4reas escuras dentro das hifas)
0,7 271 (Desenvolvimento paralisado na germinagao)
1,0 2,60 (Desenvolvimento paralisado na germinagao)




O 4cido lactico nitidamente promoveu o aparecimento de propagulos PR. A
origem destes propagulos pareceu independer da fragmentagdo de hifas e terem sua
origem na extremidade de hifas

Estes propagulos foram isolados e plaqueados em meio 4gar-nutriente (item
4.9.13), a fim de se certificar quanto & natureza destas estruturas que facilmente
poderiam ser assumidas como contaminantes do tipo levedura. Trés dias transcorridos
apo6s o plaqueamento, observou-se pequenas coldnias gelatinosas de cor vermelho-
escuro sem qualquer desenvolvimento micelial. Permitiu-se que as colonias atingissem 9
dias de desenvolvimento, apds o que o crescimento micelial pdde ser verificado; o
micélio apresentou a cor marrom em lugar da cor verde tipica da suposta linhagem sob
observagdo, provavelmente devido ao meio de cultivo. Amostras foram tomadas do
micélio, plaqueadas em MC (item 4.9.7), e apos desenvolvimento certificou-se tratar da
linhagem E9, confirmando o microrganismo de origem dos propagulos.

Este resultado pode nos conduzir a algumas conclusdes: existe um limite de
valor para o pH que incorpora um espectro de propagulos, no caso, PR; o aparecimento
de propagulos do tipo PR independe do pH, mas depende da concentragdo do acido
lactico; ¢ finalmente, a variagdo do pH com a concentragdo de 4acido lactico €
significativa mas ndo suficiente para o aparecimento dos propagulos. Estes propagulos
PR também foram vistos tanto livres como dentro de hifas em desenvolvimento in vitro

e in vivo.

5.7.2.3 -~ O pH baixo em meio de cultivo com diferentes concentragoes

de acido cloridrico

Foram confeccionados meios de cultivo com duas concentragdes diferentes de
HCL. Na titulagio do HCI foram obtidos valores que permitiram a escolha de duas
concentragdes do acido para se obter um pH inicial proximo aquele dado por 4% de
milhocina. Na figura 5.25 apresentou-se os valores médios de pH do meio de cultivo
onde a linhagem E9 se desenvolveu. Surpreendentemente, o pH decresceu bastante apds
18 horas de desenvolvimento (cerca de 6 horas apos a introdugéo do 4cido).

A fim de avaliar o grau de dispersio dos valores medidos, foi feita analise de

varidncia para dois fatores, seguida pelo Teste F (nivel 5%) e pelo Teste Bilateral de



Dunnett (nivel 5%). Com um valor de 0,000125795 para o quadrado médio do residuo
(QMR) ¢ pelo Teste de Dunnett para as medias dos valores pode-se verificar a
necessidade de uma diferenca minima de 0,0681 em relagéo a referéncia.

Foi visto que no tratamento com 0,4ml de HCI os valores médios de pH em 18
e 24 horas de desenvolvimento ndo diferiram estatisticamente entre si, bem como 08
valores para 36 e 48 horas de desenvolvimento, sendo que 0s dois conjuntos de valores
diferiram estatisticamente entre si. Em 0,55ml de 4cido, os valores médios de pH néo
apresentaram diferenga estatisticamente significativa entre si em nenhuma das horas de
desenvolvimento analisadas. O aparecimento de propagulos no decorrer do
desenvolvimento da linhagem E9 em meios com diferentes concentragdes de acido

cloridrico pode ser visto no quadro 5.8.

0 0,4 ml

f 7 18h T124h 136k 48h J

Figura 5.25 — Influéncia da concentragio de acido cloridrico no pH do meio de cultivo
liquido provenientes de trés repetigdes em que se desenvolveu a linhagem E9

Pode-se verificar que a linhagem seguiu um curso de desenvolvimento em 0,4

mL de HCL ligeiramente diferente que em 0,55mL, visto que em menor concentragao de
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acido os propagulos PR apareceram mais tardiamente que em maior concentragdo.
Notou-se que o pH do meio de cultivo baixou até um valor estatisticamente menor para

que os propagulos aparecessem em 0,4 mL de HCL.

Quadro 5.8 — Influéncia da concentragdo de acido cloridrico no pH do meio de cultivo
liquido € na produgdo de propagulos da linhagem ES em diferentes horas de
desenvolvimento, provenientes de trés repetigdes

Horas de HCI (mL) H Propagulos e morfologia
desenvolvimento p microscopica

0.4mL 1.25 Desenvolvimento paralisado na
18 , ’ germinagdo

0.55mlL 1.05 * Desenvolvimento paralisado na

, ’ germinagao

0.4mL 1.25 Desenvolvimento paralisado na
24 , ’ germinagado

0,55mL 1,07 * PR ( didmetro pequeno)

0.4mL 1.20* Desenvolvimento paralisado na
36 ’ ’ germinagio

0,55mL 1,03 * PR

0,4mL 1,15 # PR
48

0,55mL 1,00 * PR

* Valores com diferengas ndo significativas estatisticamente
# Valores com diferengas ndo significativas estatisticamente

Considerando que a decomposi¢do do HCL pode gerar ions € que materiais

inorganicos podem formar componentes importantes da atividade osmotica em fungos
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(Griffin, 1994b), um sistema de transporte em nivel de parede celular pode ser
necessario € variar com a morfologia celular. Verificou-se que o aparecimento de
propagulos do tipo PR parece nio depender diretamente apenas dos baixos valores de
pH em HCL mas também de fatores fisiologicos da linhagem que, interagindo com o
meio de cultivo e com seus nutrientes, responderia por meio da especifica alteragdo
morfoldgica de suas células.

Visto que a composigdo de ions inorganicos no plasma de insetos difere com as
ordens e com espécies, € que ai a concentragdo de ions H' pode ser controlada inclusive
por horménios (Woodring, 1985), deve-se perceber a importancia do pH traduzido por
estes fons no desenvolvimento ¢ melhoramento das linhagens que poderiam servir como

agentes biocontroladores de pragas in vivo.

5.7.3 — O desenvolvimento da linhagem E9 em diferentes fontes de

fosfolipideos

Os fosfolipideos (fosfoglicerideos) tém um componente polar ¢ um apolar,
sendo encontrados primariamente na membrana plasmatica e nas membranas de
organelas celulares, em que ocorrem complexados com proteinas (Griffin, 1994d).

A lecitina (fosfatidil colina), bem como a cefalina (fosfatidil etanolamina), ¢ um
fosfolipideo derivado do acido fosfatidico, sendo que por intermédio de reagdes
quimicas uma pode dar origem a outra. Uma lecitina tipica consiste de glicerol e acido
fosforico ligado a colina. As lecitinas sdo soliveis em alcool e em solventes usuais de
gorduras, com excegdo de acetona. Embora nio sejam verdadeiramente soluveis em
agua, ttm alguma afinidade por ela (Cantarow; Shepartz, 1963). Assim, fungos em
ambientes que oferecem fosfolipideos como nutrientes necessitam de enzimas que o
digiram e os disponibilizem para serem absorvidos. Fungos patégenos de animais
produzem muitas exoenzimas que podem estar envolvidas na potogenicidade incluindo
proteases, lipases, fosfatases alcalina e acida, plasmacoagulase, e neuraminidase.
Algumas destas exoenzimas podem estar envolvidas apenas na aquisi¢io de nutrientes,

podendo ter suas atividades induzidas ou reprimidas por glicose, sacarose ou galactose.
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Assim, a correlagdo entre a patogenicidade e estas exoenzimas requer demonstra¢do
experimental eficaz de seus envolvimentos na patogénese (Griffin, 1994b).

Em fungos, fosfolipases sdo geralmente ligadas a parede e reprimidas pela
presenca de monosacarideos, disacarideos ou glicerol, e sdo induzidas por triglicerideos,
acidos graxos € lecitina. A utilizagéo de lipideos pode ser de particular importancia para
alguns fungos entomopatogénicos uma vez que, junto com quitina ¢ porteina sdo 0s
maiores constituintes da cuticula de insetos (Cooke; Whipps, 1993c¢). Considerando que
as mudancas na dieta de insetos podem conduzir & variagio na constituicdo da hemolinfa
quanto & composi¢io de fosfolipidios (Dwivedy; Bridges, 1973) os resultados

apresentados deverdo ser de contribuigdo em estudos sobre o controle de pragas de

insetos.
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Figura 5.26 — Valores médios de pH em meios de cultivo liquidos MM, CS ¢ em meios
acrescidos com fosfolipideos onde a linhagem E9 se desenvolveu,
provenientes de trés repetigdes
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Considerando que a gema de ovo contém uma quantidade apreciavel de
fosfatidil colina (Cantarow; Shepartz, 1963) foram elaborados meios de cultivo com
lecitina (autoclavada ou filtrada) e com gema de ovo (cozida ou crua), visando verificar

a influéncia de fosfolipideos na morfologia de células fungicas.

Quadro 5.9 — Desenvolvimento da linhagem E9 em meios de cultivo liquidos acrescidos
com fosfolipideos, provenientes de trés repeticdes

Meio de cultivo
Horas de
desenvolvimento Lecitina Lecit. autoclav. Gema crua Gema cozida
18 Em Em Em Em
desenvolvimento | desenvolvimento | desenvolvimento | desenvolvimento
24 Hifas finas Hifas finas Hifas em Hifas grossas
. espessamento
Hifas finas e
36 Hifas finas e longas contendo Hifas grossas Hifas grossas
longas pequenas esferas
refringentes
Hifas contendo
48 Regides escuras | Regides escuras Células oidiais; | pequenas esferas
dentro das hifas | dentro das hifas * | brotamento lateral refringentes
Fragmentos de | Pequenas esferas Pequenas esferas
7 hifas contendo | refringentes livres Fragmentos de refringentes
pequenas esferas no meio; sem hifas livres no meio;
refringentes fragmentos sem fragmentos

* Regides formadas pelo ajuntamento das pequenas esferas refringentes
Elementos sublinhados referem-se a estruturas consideradas propagulos

Na figura 5.26 encontram-se os representados os valores médios de pH em
meios de cultivo MM, CS e em meios acrescidos com fosfolipideos onde a linhagem E9
se desenvolveu e no quadro 5.9 encontra-se a avaliagdo morfologica feita para a

linhagem E9 nos meios de cultivo acrescidos com fosfolipideos.
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Pdde-se observar que o aparecimento de propagulos do tipo fragmento de hifas
so foi evidente nos meios onde ndo houve aquecimento prévio da fonte de fosfolipideos,
provavelmente indicando certa especificidade quanto a aquisi¢do de nutrientes sob
determinada configuragéo estrutural, uma vez que as variagdes entre os valores médios
de pH ndo devem justificar este resultado. Deve-se observar, no entanto, que o0s
fragmentos de hifas em meio com gema crua ndo mostraram conter as pequenas esferas
refringentes observadas em meio com lecitina ndo autoclavada. Quando o aquecimento
foi previamente utilizado na fonte de fosfolipideos, houve preferencialmente a produgio
e liberagio de pequenas esferas refringentes no meio de cultivo que necessitam ser
submetidas a ensaios posteriores a fim de se certificar de sua capacidade de reprodugéo e
diferenciagio.

As regibes escuras que se formaram nos meios com lecitina comparam-se
aquelas observadas no processo dimdrfico do patéogeno humano Blastomyces
dermatitidis. Neste fungo, fragmentos de hifas originarios de oidias € contendo um
citoplasma granular, foram denominados de blastosporos por certos autores, € tidos
como responsaveis pelo parasitismo celular daquele microrganismo (Howard; Herndon,
1960).

Este resultado deve contribuir em estudos da indugdo de producdo de enzimas
lipoliticas envolvidas no processo de infecgio de insetos por Metarhizium anisopliae
associadas com alteragdes morfolégicas que surgem em resposta ao ambiente onde o
fungo se desenvolve. Estes resultados permitem inferir que a morfologia, neste caso, fo1
alterada em resposta a disponibilizacdo de nutrientes no meio de cultivo, possivelmente

empregando mecanismos de adaptagdo distintos.

5.7.4 — Desenvolvimento da linhagem E9 em diferentes fontes de

nitrogénio: Aminoacidos e Sulfato de amonio

Uma fonte de nitrogénio € indispensavel para o crescimento e desenvolvimento
de fungos que o requerem para a sintese de uma variedade de constituintes celulares
criticamente importantes, incluindo aminoacidos e proteinas, pirimidinas, purinas e

acidos nucleicos; varias vitaminas; glucosamina e quitina. Muitos fungos s@o capazes de
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utilizar fontes inorgdnicas de nitrogénio tais como amonio, bem como fontes orgdnicas
tais como aminodcidos (Szabo, 1999).

Foram elaborados meios de cultivo com diferentes fontes de nitrogénio a fim de
se verificar a influéncia destas no aparecimento de propagulos fungicos, tendo os meios
MM e CS (contendo 4% de milhocina) como referéncias de desenvolvimento. O meio de
cultivo com aminoéacidos teve como base aquele descrito por Grace para cultura de
células de insetos (Grace, 1962), sabendo que certos aminoacidos se acham envolvidos
na transi¢éo dimdrfica de diversos fungos patogénicos (Griffin, 1994a). Os dois meios
de cultivo liquidos com duas diferentes concentragcdes molares de sulfato de amoénio
foram elaborados considerando que esta fonte de nitrogénio pode existir em uma alta
concentrag@o no plasma de alguns insetos (Woodring, 1985) e pode estar envolvida no
dimorfismo de patégenos como Yarrowia lipolitica (Szabo, 1999).

A tabela 5.8 apresenta valores médios de pH dos meios de cultivo apds 48 horas

de desenvolvimento da linhagem ES.

Tabela 5.8 — Valores médios de pH apds 48 horas de desenvolvimento da
linhagem E9 em meios liquidos com diferentes fontes de
nitrogénio, provenientes de trés repetigdes

Meio de cultivo pH
MM 7.3

CS (4%) 4,89
Aminoéacidos 8,08
Sulfato de Aménio SmM 7,23
Sulfato de Aménio 25mM 6,47

Pode-se notar que o maior valor médio de pH foi aquele apresentado no meio
de cultivo com adi¢do de aminoacidos (Tabela 5.8). Considerando que o pH do meio
influencia a absorgdo de aminoécidos por determinar sua carga e a carga da proteina que

serve como sua transportadora, permitindo ou ndo a ligagdo entre as duas moléculas



140

(Garraway; Evans, 1984; Voet, D.; Voet, J.G., 1995), uma concentragdo adequada de
ions hidrogénio geralmente ¢ requerida para uma melhor absor¢do de aminoacidos do
meio de cultivo. De interesse € lembrar que uma das caracteristicas mais distintivas do
plasma de insetos € a alta concentragdo de aminoacidos livres, chegando a ser 20 vezes
maior que a concentragdo tipica do plasma de vertebrados (Woodring, 1985). As fontes
de nitrogénio provenientes de aminoacidos presentes na hemolinfa geram efeitos
diferenciais na producio de corpos hifais de entomopatdgenos (Campbell et al., 1978). O
padrdo de aminoacidos livres na hemolinfa pode ser modificado por diversos fatores,
mas estas moléculas desempenham seu papel mais importante como osmoreguladores
por um processo ativo e regulado (McFarlane, 1985), sendo que o pH normal do plasma
de insetos varia de 6,2-7,8. Analisando a evolugdo do pH do meio de cultivo com
aminoacidos, foi interessante verificar que o fungo apresentou propagulos semelhantes
aqueles na hemolinfa, como posteriormente relatado.

Pela tabela 5.8 pode-se ainda verificar uma variagédo nos valores médios do pH
apos 48 horas de desenvolvimento entre os tratamentos com sulfato de amoénio, sendo
que uma maior concentragdo do reagente conduziu a um pH menor do meio de cultivo.
Este resultado parece indicar uma melhor utilizagdo do ion amdnio visto que em muitos
fungos isto se da exatamente acompanhado por uma queda no pH quando determinados
compostos a base de aménio sdo introduzidos no meio de cultivo (Garraway; Evans,

1985¢; Voet, D.; Voet, J.G., 1995).

Quadro 5.10 — Pigmentagdo do tapete micelial da linhagem E9 em meios liquidos
acrescidos com diferentes fontes de nitrogénio, provenientes de trés

repeti¢les
Meio de Cultivo = llma:loras de desenvolvu;lzellll:; —
MM v* v
CS (4%) B v
Aminoacidos B X
Sulfato de Aménio SmM B \Y%
Sulfato de Amonio 25mM B A%

*v=verde claro V= verde escuro B=branco X=bege
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O quadro 5.10 expressa as variagdes morfologicas provenientes das diferentes
fontes de nitrogénio referentes a cor do tapete micelial, sendo que 48 horas bem como
72 horas de desenvolvimento mostraram-se convenientes para as consideragdes
pertinentes a este pardmetro. Como mencionado anteriormente, pigmentos de fungos néo
sdo essenciais para O crescimento mas alteragGes associadas com caréncia de cor ou
tendo composi¢do de pigmento modificada (mutantes para cor de esporo) estdo
geralmente associadas com a reprodugdo visto que certos pigmentos podem agir como
precursores de moléculas envolvidas no desenvolvimento (Ross, 1979a).

Pode-se verificar que a pigmentagdo verde-escuro tipica dos propagulos aéreos
da linhagem E9 nio foi alcangada no meio com aminoacidos, o que, juntamente com 0s
resultados referentes ao aparecimento de propagulos especificos (quadro 5.11) parece
confirar a interferéncia do meio com o desenvolvimento da linhagem quanto a
producdo de propagulos logo nas primeiras horas de desenvolvimento. Assim, o meio
elaborado com aminoacidos devera merecer atengdo quando propagulos tipo PR forem
requisitados. Estes propagulos foram encontrados dentro de hifas bem como livres na

hemolinfa de Anastrepha fraterculus apds infecg¢do com a linhagem E9.

Quadro 5.11 — Influéncia da fonte de nitrogénio na produgéo de propagulos da linhagem
E9 em diferentes horas de desenvolvimento, provenientes de trés repetigdes

Meio de cultivo Propagulos (em horas de desenvolvimento)
MM Fialoconidios (48h)
CS (4%) Conidios submersos (48h)
Aminoacidos PR (24 h); brotamento lateral (48h)
Sulfato de Aménio SmM Fragmentos de hifas (48h)
Sulfato de Aménio 25mM Fﬂi“i’ﬁ’fé‘éis(§§hl§ff§§§f,$3j£f§§§§§°s
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Pelos quadros 5.10 e 5.11 percebe-se que a influéncia do sulfato de aménio no
desenvolvimento da linhagem E9 mostrou-se mais evidente na produgéo de propagulos
do que na pigmentacdo de futuras estruturas aéreas, sendo que numa maior concentragio
o sulfato de amoénio favoreceu ao aparecimento de uma maior variedade de propagulos.

Visto que nem todas as células fiingicas em desenvolvimento se encontravam
em um mesmo estado de aptidio as respostas a0 meio ambiente € nem estavam
igualmente distribuidas no espago no meio de cultivo de tal forma a se exporem de
maneira eqiiitativa aos nutrientes, o efeito no desenvolvimento em meios com sulfato de
amonio pode ser tanto devido a estas consideragdes quanto pode ser devido a
concentra¢gdo do composto em si.

Segundo Cooke; Whipps (1993c), o ion aménio além do seu efeito no
crescimento pode estar envolvido como o regulador de sistemas em desenvolvimento em
fungos podendo causar desde sintese e degradagdo de DNA até a inibi¢do da sintese ¢ da
degradagdo de proteinas, sendo que o ion entra no metabolismo atraves da incorporagdo
da glutamina (via enzima glutamina sintetase) ou do glutamato (via enzima glutamato
desidrogenase). Portanto, pode ser exigida do fungo uma adequacio da morfologia e/ou
do conjunto enzimatico em resposta especifica ao estimulo do meio de cultivo, ou ainda
um modo alternativo de sobrevivéncia por intermédio da produgg@o de propagulos.

Os fragmentos de hifas conseqientes do tratamento com sulfato de amoénio
também foram observados na hemolinfa de Anastrepha fraterculus ap6s a infecgdo com
Metarhizium anisopliae. O resultado apresentado corrobora a asser¢éo de que apesar de
0 nitrogénio ser muito necessario ao desenvolvimento de fungos, a utilizagio de
aminoacidos € aménio varia com o microrganismo, fatores como mecanismos de
transporte, pH, temperatura, concentragdo, razdo carbono/nitrogénio, requerimentos de
energia, outros nutrientes, ¢ o acumulo intracelular podem afetar a utilizagdo de
aminoacidos e amonio (Jackson et al., 1997).

Considerando que na célula os aminoacidos usualmente servem como doadores
de nitrogénio para a sintese de moléculas mais complexas € que uma fonte de mtrogénio
particular em um meio de cultivo deve freqlientemente ser convertida intracelularmente
a um aminoacido antes de ser utilizada (Garraway; Evans, 1984; Voet, D.; Voet, J.G,,

1995), mecanismos especificos para a utilizagéo de diferentes fontes de mitrogénio € suas
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dependéncias da morfologia da célula fungica necessitam, portanto, ser futuramente
pesquisadas.

5.7.5 — Influéncia do inositol no desenvolvimento da linhagem E9 em

meio de cultivo

O inisitol, umn fator de crescimento e de desenvolvimento para muitos fungos,
foi testado quanto a sua capacidade de conduzir a linhagem selvagem E9 do fungo
Metarhizium anisopliae 3 uma resposta ambiental relacionada com o aparecimento de
propagulos e influéncia na morfologia do fungo. No quadro 5.12 pode-se encontrar os

resultados relativos ao ensaio com 1nositol.

Quadro 5.12 - Influéncia do inositol na produgéo de propagulos da linhagem E9 em
diferentes horas de desenvolvimento, provenientes de trés repeti¢Ges

deselzgz?:i::ento Morfologia/Propagulos
18 Em desenvolvimento
24 Hifas com extremidades inchadas, redondas e refringentes
36 PR; estruturas elipsoides roseas semelhantes a conidios
48 PR; elipsoides roseos encapsulados; esporo em cor bege *
72 PR; elipsdides roseos encapsulados; esporo em cor amarela

*Valor médio do pH do meio de cultivo em 48 horas de desenvolvimento igual a 8,09

Como mostrado, o inositol favoreceu o aparecimento exclusivo de propagulos
do tipo PR, conduzindo a uma alteragdo na cor do tapete micelial da linhagem E9. O
inositol € um fator de crescimento de importante papel bioquimico visto que pode ser
incorporado primeiramente na membrana interna e posteriormente conduzido a
membrana plasmatica via enzimas sensiveis que ai podem estar ligadas, sendo que a
membrana pode ser estruturalmente modificada devido as diferencas na composigdo de

fosfolipideos. O inositol pode ainda interferir em fen6menos de modificagdo da
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membrana que definem a morfologia e polaridade de crescimento em microrganismos,
~ sendo que mutantes com a biossintese de inositol modificada podem ter a composi¢éo da
membrana alterada e um micélio altamente ramificado (Griffin, 1994c).

O aparecimento exclusivo de propagulos do tipo PR, que antes de aparecerem
livres no meio de cultivo sempre sdo vistos no interior das hifas, pode ter sua explica¢do
no fato de que certas concentragdes de inositol geram um enfraquecimento da parede
celular, o que pode ser importante nas extremidades de hifas onde os lipideos da
membrana podem ser alterados (Garraway; Evans, 1984), facilitando a liberagdo destes
propagulos no meio de cultivo. Um outro efeito do inositol € o seu envolvimento no
dimorfismo de diversos fungos, em que a conversdo entre 0 modo de desenvolvimento
micelial € o modo leveduriforme pode ser estimulada ou reprimida pela concentragdo
deste fator de crescimento (Garraway; Evans, 1984).

Provavelmente o aparecimento de propagulos PR esteve associado a um
mecanismo de reprodugdo do microrganismo lembrando que enzimas das membranas
mitocondriais interna e externa sdo sensiveis ao inositol e estimulando inclusive a
polarizagio do crescimento celular em resposta a este composto (Ross, 1979a;

Garraway; Evans, 1984; Voet, D.; Voet, J.G., 1995).

5.7.6 - Influéncia da hemolinfa no desenvolvimento da linhagem E9 em

meio de cultivo

Foi avaliada, em meio de cultivo, a resposta ao acréscimo de hemolinfa de
larvas de Anastrepha fraterculus em dois diferentes momentos do desenvolvimento do
fungo, a saber no momento do inéculo da linhagem E9 bem como em 12 horas apos
este. Na figura 5.27 encontram-se os valores médios de pH em diferentes tempos de
desenvolvimento.

Com excegdo do tempo de 98 horas de desenvolvimento, a evolugdo do pH nos
meios onde se acrescentou hemolinfa seguiu um padrio de similaridade. Pode-se
constatar que propagulos do tipo PR, fragmentos de hifas e conidios submersos bem

como ramificacio de hifas acelerada foram encontrados no meio MM+HEMOL*,
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enquanto no meio MM+HEMOL o arredondamento proeminente da extremidade de

hifas e células oidiais foram predominantes.

65 1Tt bt

625 1

e

Oh 12h 24h  36h  48h  60h  72h  98h  114h  123h
[ MM COMM+HEMOL  SIMM+HEMOL*

* Hemolinfa acrescentada ap6s 12 horas de desenvolvimento

Figura 5.27 — Valores médios de pH dos meios liquidos acrescidos com hemolinfa
onde a linhagem E9 se desenvolveu, provenientes de trés repeticdes

A influéncia da hemolinfa na produgio de propagulos ¢ de relevancia, visto que
o sucesso do processo infectivo depende de o fungo ultrapassar as barreiras fisiologicas
e biologicas que ai passa a encontrar apos a penetragdo na cuticula. Apesar do resultado
estabelecido, a hemolinfa parece ndio ser a (mica responsavel pelo aparecimento de
propagulos de infecgdo in vivo, uma vez que componentes da cuticula podem representar
a primeira barreira a infecgdo (Clarkson; Charnley, 1996) estimulando desde ai respostas
que se tornam evidentes somente no posterior contato com a hemolinfa. Os resultados
ligeiramente diferentes em resposta aos dois tratamentos esclarece que o estado de

desenvolvimento propicio para a indugdo a diferenciacéo ¢ dependente da competéncia



146

da célula fingica variando com a sua morfologia no momento da introdu¢éo do fator

estimulante, o que ¢ corroborado por alguns autores (Moore, 1998).

5.7.7 — O desenvolvimento da linhagem E9 em placas com meio sdlido

cobertas com dois tipos de meio de cultivo liquidos

Apods o procedimento descrito no item 4.17.4 (quadro 4.3) , as placas de Petri
foram analisadas e o resultado relativo ao vigor, & pigmentagdo do micélio, a coloragdo
do meio de cultivo bem como a produgdo de propagulos apos 72 horas de

desenvolvimento, se acha no quadro no quadro 5.13.

Quadro 5.13 — Influéncia do meio de cultivo liquido sobre placas com meio de cultivo
s6lido ap6s 72 horas de desenvolvimento da linhagem E9, provenientes de
trés repeticdes

Tratamento | Vigor C(;'i(cl:“t;p: te lﬁ;t"{;:ﬁ&gi Propagulos
[ + A - Fialoconidios
I ++ v - Fialoconidios
I +++ Aa - Fialoconidios
v + B v _
\% +4+++ B A Alta concentragdo de PR
VI jexesl B A Fagnmentagdo e hifs
Vil ++++ B A Alta concentragfo de PR

* A= gmarelo escuro a= amarelo claro Aa= amarelo médio V= verde escuro v=

verde claro B= branco
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O vigor na produgio micelial das culturas foi modificado com a introdugio da
cobertura com meio liquido quando milhocina esteve presente ou no meio sdlido (VI),
ou no meio liquido (V) ou em ambos (VII); apenas a mudanga na disponibilidade de
oxigénio nas superficies das placas ndo explica este resultado visto que quando
milhocina ndo esteve presente em qualquer um dos meios (IV) o vigor permaneceu
inalterado. Assim, tanto a mudanga na disponibilidade de oxigénio como na de
nutrientes podem ter contribuido de modo sinergético para o posterior aumento do vigor
micelial.

Pode-se dizer que a cobertura com meio liquido foi isoladamente e diretamente
responsavel apenas pela cor do tapete micelial. Em tratamentos quando apenas o MM
esteve envolvido (I e IV), a pigmentagdo foi afetada pela cobertura liquida
permanecendo inalterado o vigor; vale observar que apesar de a pigmentagdo micelial ter
sido branca caracterizando hipoteticamente um micélio jovem, o meio liquido
apresentou uma coloragdo verde-claro possivelmente devido a excre¢do de substancias
que ndo permaneceram fixadas no interior do microrganismo (IV). Nos casos em que a
coloragdo do meio de cultivo se mostrou amarela esta foi conseqiiente da milhocina,
sendo que no caso VI deve ter ocorrido a difusdo de pigmento do meio sélido para o
meio liquido.

Pode-se verificar que a produgio de estruturas aéreas como fialoconidios
somente ocorreu quando as placas ndo tiveram qualquer cobertura com meio liquido (I,
11, III), o que possivelmente foi favorecido pela disponibilidade de oxigénio.

Foi interessante verificar que embora se observasse a produg@o de micélio nas
placas que receberam uma cobertura com meio liquido (IV, V, VI, VII), a produgio de
propagulos ficou restrita a PR e a fragmentos de hifa, sendo que estes apenas apareceram
quando de algum modo milthocina esteve envolvida (V, VI, VII). Observou-se também
que independente do meio sélido, quando milhocina esteve presente no meio liquido (V
e VII) a produg@o de PR foi extremamente favorecida, o que poderia indicar a existéncia
de um tempo critico necessario para a linhagem atingir um estado de competéncia
possibilitando a resposta ao estimulo que foi dado apenas apds 16 horas de

desenvolvimento em meio solido.
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Como descrito no item 5.7.2, no quadro 5.6, a milhocina numa concentragio
entre 3-5% favorece a fragmentag@o de hifas como ocorreu quando a milhocina esteve
presente apenas no meio sélido (VI). No mesmo quadro 5.6 péde-se observar que a
milhocina induz & produgdo de propagulos PR apenas na concentragdo de 10% como
ocorreu nos casos V e VII em que a milhocina esteve presente no meio liquido,
independente da composigdo do meio solido. Vale lembrar que a disponibilidade de
oxigénio nos frascos sob rotagdo difere daquela nas placas.

Assim, se houvesse uma total independéncia do meio liquido, deveriamos ter
IV =V e VI = VII, com respeito as respostas; se houvesse uma total independéncia do
meio solido (onde ocorreu o suposto tempo critico), deveriamos ter IV = VI e V = VII,
com respeito as respostas. Somente a ultima igualdade ocorreu, indicando portanto, que
possivelmente no tempo critico ja mencionado para a competéncia das c€lulas fungicas a
indugdo especifica, o estado fisiologico a ser alcangado parece guardar certa rigidez
epigenética que impede uma resposta ao estimulo ambiental antes deste tempo critico.

Situagdo similar deve ser encontrada pelo fungo quando este atravessa a
cuticula do inseto e chega até a hemolinfa, um ambiente que apesar de preparado com
células de defesa contra infecgdo e absorver pouco oxigénio € muito didxido de carbono,
também ¢ rico em nutrientes que se tornam disponiveis ao invasor (Thomas, 1977).
Sendo este o caso, pode-se ressaltar que atengio deve ser dada a constituigdo da cuticula
de insetos quanto ao seu real papel no sucesso da infeccdo pela linhagem E9 de
Metarhizium anisopliae, ¢ também a constituigdo da hemolinfa que podera definir

inclusive a propagag¢éo aérea do fungo.

5.7.8 — Desenvolvimento da linhagem E9 em meios de cultivo com

diferentes razoes extrato de levedura:glicose

Além do pH e da osmolalidade do meio de cultivo, atividade de 4gua pode
afetar o desenvolvimento de muitos microrganismos (Larone, 1995). A razio
nitrogénio:carbono também tem sido colocada por alguns autores como importante
parametro a ser considerado no desenvolvimento de fungos para produgo de propagulos

(Jackson el al; 1997). Sabe-se, ainda que a razdo de crescimento exponencial €
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fortemente afetada pelo suprimento de nutrientes, incluindo as fontes de carbono ¢ de
nitrogénio, em que extrato de levedura acrescida a glicose pode aumentar a razio de
crescimento especifico em cerca de 53% (Engelkes; Nuclo;, Fravel, 1997). Assim,
considerando que apesar de na hemolinfa de muitos insetos a trealose ser o agucar
predominante ¢ em larvas de dipteros a glicose ser o agucar tipico e {inico numa
concentragdo 1g/L, meios de cultivo com diferentes proporgdes de glicose (fonte de
carbono) e extrato de levedura (fonte de nitrogénio) foram elaborados a fim de se
verificar a producdo de propagulos pela linhagem ES. No quadro 5.14 podem ser

encontrados os resultados obtidos.

Quadro 5.14- Desenvolvimento da linhagem E9 apds 48 horas de desenvolvimento
em meios de cultivo liquidos com diferentes razdes extrato de
levedura:glicose, provenientes de trés repeticdes

Meio de Desenvolvimento e/ou
0, o, * -
cultivo Y(%) | G(%) : 1 Propagulos
Fragmentos de hifas;

1(YG) 2 ! 0,986 brotamento de fragmentos

5 2 2 0,985 (Boa produgio de massa
micelial)

1 2 4 0,983 (Boa produgio de massa
micelial)

v 2 6 0,981 (Boa produgéo de massa
micelial)

v 2 3 0,980 Clamidosporos; brotamento

lateral
Clamidosporos; (Granulago
e 2 10 0,979 intensa no interior das hifas)

* (Humphreys; Matewele; Trinci; 1989)

O meio de cultivo I dispds da mesma concentragdo de glicose que o meio de
referéncia MM em que a linhagem foi mantida em laboratorio; entretanto, o acréscimo
do extrato de levedura afetou o desenrolar do desenvolvimento, produzindo estruturas

fingicas de propagacido semelhantes aquelas da hemolinfa.
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A glicose que, em concentragdes ideais pode atuar como indutor ou inibidor de
alteragées morfologicas (Ronne, 1995), nas concentragdes acima de 8% induziu ao
aparecimento de clamidosporos. Percebeu-se que meios com estas condigdes se
apresentaram como hostis a linhagem, visto que de acordo com a figura 5.1 uma
concentragdo de 80g/1 de glicose gera uma osmolalidade de 657mOsm/kg em meio MM,
que somada a agdo do extrato de levedura conduzem a E9 a produzir este tipo de
propagulos como modo alternativo de desenvolvimento.

Assim, apesar uma concentragio maior de glicose favorecer a germinagdo da
linhagem em meio liquido (tabela 5.5), um excesso do reagente impeliu ao fungo a
produzir propagulos tipicos de quando os nutrientes foram exauridos (Zacharuk, 1971).

Outras combinagdes com glicose, extrato de levedura, sacarose, sais € vitaminas

foram feitas com 0 mesmo objetivo de verificar a interagdo com a morfologia.

Quadro 5.15 — Influéncia de nutrientes no papel do extrato de leveduras e/ou da glicose
no desenvolvimento da linhagem E9, provenientes de trés repetigdes

Meio de cultivo Morfologia/Propagulos em horas de desenvolvimento
I(MM) Fialoconidios (48h)
I (YG) Brotamento lateral (36h); fragmentos de hifas (48h)
II1 (YGSal) PR livres e no ig;;i;rn fgsh(iizalslj (;agla,sfl’ll){ inexistentes e
IV (YSal) Conidios submersos (36h); PR nb interior de hifas (48h)
V (VitGSal) Hifas curtas e com didmetro aumentado (36h; 48h)
VI (YSacarose) Clamidosporos (36h); conidios submersos (48h)

Pelo quadro 5.15 podemos notar que associados um a um ao extrato de
levedura, a glicose € o conjunto de sais induziram a fragmentagio e a produgédo de PR,
respectivamente (II e IV); ja no meio com os dois componentes (III) ambos os tipos de
propagulos apareceram, mas nio havendo o brotamento lateral (II) que conduziria aos

conidios submersos (IV). Nestes meios de cultivo zinco € ferro ndo foram diretamente
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adicionados sendo estes importantes para o desempenho de proteinas e enzimas
envolvidas no desenvolvimento ( Garraway; Evans, 1984).

Quando o extrato de leveduras foi trocado por vitaminas (IIl e V), pode-se
perceber um nitido encurtamento da hifas que, em alguns fungos dimorficos, €
conseqiiente da caréncia de algum nutriente inorgénico como o manganés (Garraway;
Evans, 1984); este resultado pode ser explicado pela possivel presenga deste nutriente no
extrato de leveduras ou pela presenca de algum componente vitaminico que ou
estimulou ao aparecimento de hifas curtas ou que impediu o aparecimento de
propagulos.

Aspectos como a necessidade de experimentos refinados, o pouco
esclarecimento do papel dos micronutrientes para alguns fungos dificultado pela
presen¢a de contaminantes nos reagentes ou a complexidade da rede de processos
fisiologicos assimilatorios dificultam uma analise satisfatoria. A associagdo dos
resultados com o fendémeno de infecgdo in vivo pode ainda ser dificultada devido ao fato
de que em insetos, por exemplo, vitaminas se acham atuantes como coenzimas € nao se
encontram geralmente livres na hemolinfa em determinados periodos do
desenvolvimento, 0 mesmo podendo ocorrer com alguns cations e anions (McFarlane,
1985).

Ainda que estas dificuldades se apresentem, podemos dizer que, apesar da
similaridade com o meio MC, o meio de cultivo YGSal (melo III) se aproxima mais das
condigdes da hemolinfa em termos de produgdo de propagulos do que o meio VitGSal
(meio V).

O acréscimo da sacarose ao extrato de leveduras (VI) numa mesma
concentragdo que a glicose (II), impeliu & linhagem a se desenvolver em um meio de
cultivo aparentemente t30 hostil quanto em altas concentragdes de glicose. Uma possivel
mudanga na aquisi¢do de nutrientes pode explicar este resultado com base no papel
regulador que a glicose tem em muitos microrganismos (Engelkes; Nuclo; Fravel, 1997).
Isto posto, ressalta-se a importdncia de conhecer os pormenores dos mecanismos
envolvidos na aquisi¢do e na assimilagdo de nutrientes empregados tanto pelo inseto
como pelo entomopatdgeno para que os resultados in vitro sirvam de embasamento

seguro para aplicagdes in vivo.
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A concentragdo de glicose associada com a presenga ou auséncia de agitagdo
também mostrou interferir no desenvolvimento da linhagem ES. Em uma concentragdo
de 80g/1 de glicose (meio liquido) e com agitagdo, apés 48 horas de desenvolvimento
hifas com didmetro aumentado e com extremidades proeminentes, germinagdo de
conidios apresentando brotamento na extremidade do tubo germinativo (semelhante a
um microciclo de conidiagdo) e brotamento de conidios puderam ser vistos, 0 mesmo
ndo ocorreu quando cultura em fase estacionaria foi estabelecida, sendo que brotamento
lateral de hifas foi o mais observado. A interface ar-meio de cultivo bem como a aeragio
tipica proveniente da agitagio dos frascos provavelmente contribuiram para estas
diferengas. Comparado ao resultado apresentado no quadro 5.14, a interferéncia do

extrato de leveduras foi nitida (V).

5.7.9 — Desenvolvimento das linhagens selvagens E9 e 3609 em meio

com cloreto de s6dio e em meio com glicose e peptona

A fim de testar a influéncia de peptona como fonte de nitrogé€nio juntamente
com a glicose como fonte de carbono, elaborou-se meios de cultivo com dois diferentes
pH e observou-se o desenvolvimento das linhagens selvagens E9 e 3609. Também para
testar o aparecimento de propagulos das linhagens, cloreto de sodio foi utilizado para
gerar uma pressdo osmotica tio alta quanto aquela produzida por uma concentragio de

45g/1 de glicose.

Quadro 5.16 — Desenvolvimento das linhagens E9 € 3609 em meios liquidos com 2% de
glicose e 1% de peptona, provenientes de trés repeti¢des

Linhagem Desenvolvimento/propagulos em horas de desenvolvimento
pH inicial=4,5 pH inicial=6,8
E9 Brotamento lateral (48h); Brotamento lateral (48h); brotamento

esferoplastos e fragmentagdo (72h) em extremidade de hifas (60h);
conidios submersos (72h)

3609 Brotamento lateral (48h); Conidios submersos (72h)
fragmentagdo (72h)
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No quadro 5.16 temos os resultados quanto ao aparecimento de propagulos € no
quadro 5.17 encontra-se o resultado obtido quando a concentragdo da glicose e da

peptona foi aumentada, alterando a osmolalidade do meio de cultivo.

Quadro 5.17 — Desenvolvimento das linhagens E9 € 3609 em meios com 6% de glicose €
3% de peptona, provenientes de trés repetigdes

Linhagem Desenvolvimento/propagulos em horas de desenvolvimento
pH inicial=4,5 pH inicial=6,8
Brotamento lateral (36h);
E9 Conidios submersos (36h); brotamento de | conidios submersos (48h);
conidios submersos (60h) brotamento em extremidade
de hifas (60h)
3609 Brotamento lateral (48h); fragmentagéo Conidios submersos (72h)
(60h)

Comparando os quadros 5.16 e 5.17 percebemos que tanto o pH inicial como a
concentragdo dos reagentes influenciaram no desenvolvimento € no aparecimento de
propagulos. Os resultados diferiram daqueles apresentados no quadro 5.14 para o
desenvolvimento da linhagem E9 em extrato de levedura e glicose, mostrando que as
fontes de peptona podem definir o tipo de propagagido no meio de cultivo.

Referente a Metarhizium anisopliae é sabido que o crescimento € a esporulagio
podem ser alterados pelas fontes de peptona do meio, sendo que extrato de levedura
favorece e peptona desfavorece a esporulagdo (Barnes et al., 1975; Butt; Goettel, 2000).

Assim, visto que o tipo de propagulos foi influenciado pela fonte de nitogénio,
pela concentragio de glicose e pelo pH inicial, bem como pela linhagem utilizada,
espera-se que estes resultados contribuam para a elaboragdo de meios de cultivo
adequados para o estudo de melhoramento de linhagens que possam ser utilizadas em
biocontroles.

O cloreto de sédio permitiu o surgimento de propagulos da linhagem E9
(brotamento lateral em 60h em pH inicial de 4,5 e fragmentagdo de hifas em 60 horas em
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pH inicial de 6,8) e da linhagem 3609 (brotamento lateral em 60h em pH inicial de 4,5)
provavelmente por gerar ions que influenciaram o equilibrio celular bem como pela
osmolalidade alterada (Cooke; Whipps, 1993c¢). O tipo de propagulos foi influenciado
pelo meio de cultivo com o sal, pelo pH inicial e pela linhagem utilizada. Este resultado
enfatiza que ions livres na hemolinfa do inseto podem determinar o desenvolvimento do

fungo que ali se desenvolve.

5.7.10 ~Influéncia do colageno e da gelatina no pH dos meios de cultivo

e na producao de propagulos

No quadro 5.18 encontram-se os dados referentes a produgio de propagulos em
meios acrescidos com colageno e com gelatina.

De acordo com o item 5.6.2, a linhagem E9 produziu massa micelial de modo
diretamente proporcional & quantidade de coladgeno acrescida, e, com excegdo entre 1% e
0,5%, 0 mesmo ocorreu quando a gelatina foi adicionada ao meio.

A linhagem Y5 produziu um acréscimo de massa micelial diretamente
proporcional a quantidade de colageno acrescida, sendo que 0 mesmo ocorreu quando a
gelatina foi adicionada ao meio exceto para a concentragdo de 0,5% que manteve a
massa micelial entre os valores obtidos quando 3% e 2% de gelatina foi adicionada.

Em colageno a producdo de massa micelial da linhagem B/vi seguiu o ritmo da
E9, e quando gelatina foi adicionada ao meio de cultivo, a produgdo de massa micelial
foi diretamente proporcional ao acréscimo de gelatina.

A linhagem X/vi teve em colageno a produgdo de massa micelial semelhante a

da linhagem Y5, sendo que em gelatina menores concentragdes favoreceram o

crescimento.
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Quadro 5.18 — Influéncia da concentragdo de colageno e de gelatina na produgdo de
propagulos das linhagens E9, Y5, B/vi e X/vi, provenientes de trés

repeti¢des
Linhagem
Aditivo (%)
E9 YS B/vi X/vi
Colageno
0.5 Fialoconidios (Hifas) Fialoconidios Fialoconidios
| (6,1)* (6,17) 6.1 (6,08)
Fragrgent?s de Fragrpentf)s de Fragmentos de (Hifas)
1,0 hifas; hifas; hifas; (6,01)
artrosporos artrosporos artrosporos ’
(5,99) (6,13) (5,96)
Fragmentos de | Fragmentosde | Fragmentosde (Hifas)
2,0 hifas; hifas; hifas; (5.96)
artrosporos artrosporos artrosporos ’
(5,74) (6,03) (5,86)
3.0 PR PR PR (Hifas)
’ (5,98) (5,96) (5,97) (5,96)
Gelatina
0.5 Fialoconidios (Hifas) Fialoconidios Fialoconidios
’ (6,07) (6,12) (6,03) (6,12)
1.0 Fialoconidios (Hifas) (Hifas) (Hifas)
’ (5,72) (5,89) (5.86) (5.84)
Brotamento em . . .
2,0 extrem. de hifa ((1-61 1;?;)) ((Igl;is)) ((}6{1 ;15))
(6’72) k4 2> >
30 B’;’;f;?:lm" (Hifas) (Hifas) (Hlifas)
(6.89) (6,91) (6,91) (6,86)

* pH do meio de cultivo ap6s 48 horas de desenvolvimento
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A produgdo de propagulos foi dependente tanto da linhagem como da
organizagdo estrutural do colageno, modificada apds o aquecimento gerando a estrutura
da gelatina. A dependéncia da linhagem pode mostrar que variagdes morfologicas e

fisiologicas estiveram envolvidas na resposta ao estimulo ambiental.

Quadro 5.19 - Produgdo de propagulos em fungio da
concentragdo do colageno bem como da gelatina

adicionados
Colageno (%) Propagulos tipicos
0,5 Fialoconidios
1 Fragmentos
2 Fragmentos; artrosporos
3 PR
Gelatina (%) Propagulos tipicos
0,5 Fialoconidios
1 (Hifas)
2 (Hifas)
3 (Hifas)

No entanto, como foi inferido no item 5.6.2, a disponibilidade dos nutrientes no
meio de cuitivo influenciou também a produgdo de massa micelial; possivelmente a
osmolalidade do meio de cultivo bem como a especificidade requerida para a absor¢do
destes nutrientes provocou respostas tipicas para o colageno e para a gelatina como

mostrado no quadro 5.19.
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5.8 — Caracterizacéo eletroforética da enzima Sulfito Redutase (NADPH).1.8.1.2

em extrato cru utilizando gel de poliacrilamida

Submeteu-se amostras do micélio bem como do meio de cultivo com milhocina
onde ocorreu a fragmentagdo da linhagem E9 aos moldes da hemolinfa a avaliagdo
inespecifica de proteinas. O material proveniente do meio de cultivo apresentou bandas
detectaveis (contendo peptideos com peso molecular maiores que 132kDa) apenas em 48
horas de desenvolvimento. O material proveniente do micélio de 36 horas de
desenvolvimento apresentou 3 bandas especificas entre 66kDa e132kDa e 2 especificas
com peso molecular menores que 20kDa, € o proveniente de 48 horas de
desenvolvimento apresentou 1 banda especifica maior que 132kDa e 2 especificas
menores que 20kDa.

A coloragdo com nitrato de prata foi mais eficiente permitindo verificar o
aparecimento e/ou o desaparecimento de bandas especificas.

Apesar deste resultado se mostrar repetitivo, asser¢des conclusivas s6 poderdo
ser tomadas com o refinamento do método de andlise a fim de seguramente afirmar se
estas bandas eletroforéticas sdo caracteristicas da resposta dimoérfica ou se sdo apenas
caracteristicas de adaptagio as condigdes de cultivo (Swoboda et al., 1994), uma vez que
nem sempre a morfogénese bem como a diferenciagdo estdo associadas a sintese de
proteinas (Soll; Sonneborn, 1971; Harold, 1995; Wessels, 1993).

Visto que a assimilagdo de enxofre pode estar associada a diversos casos de
resposta dimorfica em fungos patogénicos (Larone, 1995), submeteu-se amostras do
micélio bem como do meio de cultivo onde ocorreu a fragmentagdo da linhagem E9 aos
moldes da hemolinfa também & analise especifica quanto a produgdo da enzima sulfito
redutase. Nenhuma banda eletroforética detectavel foi observada com o método
empregado. Visto que fontes de nitrogénio contendo enxdfre sdo muito pobremente
utilizadas para a produgdo de esporos de Metarhizium anisopliae (Campbell et al.,
1978), uma avaliagdo dos mecanismos empregados nos processos de assimilagdo de
compostos contendo enxofre por Metarhizium anisopliae necessita ser feita a fim de se
certificar do nfo-envolvimento da enzima nas respostas morfoldgicas as condigdes de

cultivo empregadas.
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Figura 5.28 — Propagulos: filamentos livres no meio de cultivo (a) e dentro de hifas (b);
fragmentagéo (d, g, i); artrosporos (¢, €); germinagdo de fragmentos (f); quebra de
corpo hifal (h) — Barra: 10pm
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Figura 5.29 — Propégulos réseos (PR): dentro de hifa na hemolinfa de Anasfrepha
fraterculus (a); livres no meio de cultivo e dentro de hifas (b,c);

brotamento de extremidade de hifa (c) — Barra: 10pm
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Figura 5.30 — Propagulos: brotamento de PR (a, b); PR livre no meio de cultivo (c);
pequenas esferas semelhantes a esferoplastos (d, e) — Barra: 10um
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Figura 5.31 — Propagulos: brotamento Jateral (a, c, d, e); fissdo (b, ) — Barra: 10pm
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Figura 5.32 — Propagulos: clamidosporo livre ¢ em brotamento (a); clamidosporo terminal (¢)
¢ intercalar formando pseudomicélio (e); pequenas esferas refringentes dentro de
hifas (b, d) — Barra: 10um



169

6 — CONCLUSOES

1. Estruturas dimdrficas de propagacdo podem ser obtidas, in vitro, aos moldes da
hemolinfa;

2. As estruturas dimorficas de propagagéo sdo suscetiveis a reversio in vitro;

3. E possivel a coexisténcia de mais de um tipo de estrutura dimoérfica de propagacio

em um mesmo meio de cultivo;

4. O pH, isoladamente, ndo atuou como indutor ao dimorfismo, mas condigbes de

acidez favoreceram propagulos do tipo PR;

5. A modificagéo estrutural proveniente de pré-aquecimento de fosfolipideos (lecitina e

gema de ovo) e de colageno influenciou na natureza e na produgdo dos propagulos;

6. A pigmentagdo de propagulos aéreos mostrou ser modificada tanto por fonte de

nitrogénio (aminoacidos) como por fator de crescimento (inositol);

7. A natureza e a produgdo de propagulos foram influenciadas por condi¢des de
aerobiose, ¢ também pareceram depender da concentragdo € do tipo da fonte de

nitrogénio (aminoacidos ou sulfato de aménio);

8. O tipo de acucar utilizado (glicose ou sacarose) influenciou na natureza dos
propagulos obtidos, sendo que sacarose estimulou o aparecimento de clamidosporos,
e a concentragdo de glicose também interferiu na germinagéo das linhagens frente ao

tipo de meio de cultivo (liquido ou sélido);
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10.

11.

12.

13.

14.

Os sais presentes no meio de cultivo MM (item 4.9.1) pareceram influenciar no tipo
e na producdo de propagulos, sendo que a presenga de glicose pode alterar esta

influéncia;

Nas condigdes de cultivo testadas, coenzimas do tipo vitaminas (acido nicotinico,
acido para-aminobenzdico, tiamina, biotina, cloridrato de piridixina e riboflavina,

em conjunto) foram insuficientes para induzir a produgdo de qualquer tipo de

propagulo;

Qualitativamente, a a¢do do dioxido de carbono gasoso injetado ndo dependeu da
linhagem utilizada, sendo que a massa micelial produzida, a fragmentagio de hifas, a
producdo de estruturas aéreas de propagacdo e a pigmentagdo do tapete micelial

foram associadas com a presenga do gas;

O dioxido de carbono gasoso injetado pdde tanto impedir completamente como
dificultar o aparecimento de estruturas acreas de propagacgdo, dependendo da

composicio do meio de cultura;

Quantitativamente, a agdo do dioxido de carbono gasoso injetado dependeu da

linhagem utilizada, o que foi traduzido por especifica sensibilidade ao gas;

A osmolalidade, isoladamente, ndo foi suficiente para induzir respostas adaptativas
associadas com a produgdo de propagulos. A natureza do indutor € gerador de

osmolalidade também esteve associada com este evento.
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