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I. INTRODUCAD

0 incremento na utilizacgdo do Tungo entomopatogenico
Metarhizium anisopliae (Metsch) SOROKIN, como agente microbioldgico
de controle vem sendo equacionad® mais intensamente nos  dltimos
anosg, devido principalmente, as perspectivas crescentes da possibi-
Tidade de eficiéncia de controle aliada & diminuigao do impacto am-—
biental causado pelos inseticidas auimicos. A diTiculdade no estudo
da relacgio patdgeno-~hospedeiro ¢ agravada no caso dos Tungos e in-
setos  por apresentarem os fungos varias maneiras de infecgao, AD
contrario de bactérias € virus gque infectam guase que exclusivamen—

te, através cdo trato digestivao.

H complexidade da relacgfo envolve ainda uma série de fa-
tores bicticos € abidticos que apresentam um grande ndmero & i fi-

culdades para a elaboracgio de planos de melhoramento.

Fote trabalho teve por finalidade contribuir no sentido
de esclarecer alauns pontos relacionados com esses problemas. Pro-
curamos estudar a variabilidade natural de am grupo de 15 1linhagens
de Metarhizium anisopliae, investigando a susceptibilidade & radia-—
GROD .ultravioleta, impartante para a sele¢ao de linhagens mais re-
sistentes as condictoes de campa, comparando a capacidade de produ-

c3o das quatro enzmimas mais importantes durante a coloni=agao do



inseto hospedeivro & tragando o pertil biolodgico das mesmas. Ao i

aal, a virwléncia das linhagens contra o vetor da doengn de Chagas

Panstrongylus megistus foi analisada.

Com certeza, além de contribuir para adxiliar no processo
de selegdo de linhagens, alauns caracteres determinados neste oot
do poderao ser propostos para classificaglo, ja que a taxonomia de
fungos &€, ainda, intensamente baseada em critérios morfoldgicos.
Outro ponto imnportante a ser considerade, ¢ a contribuiclo para o
avango da area de controle microbioldgico de insetos, de grande in-
teresse para agricultura.e sadde publica, como é o caso do  inseto

alvo deste trabalho.

L% ]
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. REVISAQ DA LITERATLURA

o 4. Descrigio suscinta do Patdgeno

2.1.1. Classificagho

”

0 Género Metarhizium, pertence &4 ordem Moniliales e @&
clusse Deuteromucetes, @ atualmente dividido en apenas duas espe-
cign, M. flavoviride & M. anisopliae, sendo a segunda espécie com-
posta  por  duas variedades, a variedade anisopliag ou minor que
apresentza esporos com 3.5-9.6 um (normalmente 5-8 uml), e a varieda-
de major cujo comprimento de gsporos varia entre Y-8 am  (normal-

mente 16-44 um) (TULLOCH, 1976).

Foi descrito primeiramente por METSCHNIKOFF em 1879, que
o isolou a partir do besouro Anisopliae austriaca, sendo finalmente
claszsiticado por SOUROKIN (4883). Desde o isolamenta, considerado um
marco nn Patologia de Insetos (STEINHAUS, 1943), uma ampla sindni-
mia fot gerads, principalmente devido a larga variagao no tamanho &
na ém]0”acﬁo dos conidios (LATCH, 1i96%; DELACROIX, 1893; VUILLEMIM,

19047 .



JUOHNSTON  (4945) ja havia proposto a separacdo do género
Metarhizium nas duas variedades descritas. Em alguns Casos, & @5
cencial  a separacao dentro destes padries para auxiltar na  inter-
pretacio dos dados obtidos  (RADHA, NIRULA & MEMON, 19067 MULLER-

KOGLER, 1974 FERRON, HURPIN & ROGHBERT, 197:).

2.4.2. Condigoes Gerais de Cultivo

A temperatura ideal para a incubagio de M. anisopliae si—
tua~se entre 252 & 302C (LATCH, 1965 BASTOS & MATTA, 1974 LT &

CORTA, 1978; SANTOS, 1978).

Em termos de requerimentos nutricionais nao ha grandes
exigéneias, entretanto, é evidente que alteragdes nas formulaghes
doe meios utilizados para caltivo podem permitiv aumentos signifi-
cativos na esporulagao, importante para a fase de producio inclis-
trial ( SANTOS, 1978; DAOUST et al, 4982, 1983 =&,b: CAMPBELL et al,

1983).



Parece existir corvelacio pasitiva entre a presenca e luc
e a produgio de esporoz. SANTOS (1978) manteve @ cultura de M. ani-
sopliae em condigoes de escuro total e luz alternada, notando que
as culturas submetidas & condigtes de auséncia total de luzr apre-
sentavam  grande dificuldade na produggo de esporos, favorecendo o

cirescimnento micelial.

2.1.3. Modo de Infecgido

Az linhas gerais do processo de eenetragio do M. aniso-
pliae foram quase eggotadas por uma série de trabalhos publicados
par ZACHARUK (4927@¢ =a,b,c, 192713. 0 autor relata que o crescimento
das hifas pressiona mecanicamente a epicuticula, € a agao concomi-
tante de enzimas permite que o patdgeno ganhe o interior do inseto.
Fm  seguida, as hifas crescen comprometendo os Orgros internos do
inseto, causando—lhe a morte, voltando ao exterior onde crescem ate
a Fformagso de conididforos seguida de esporulacio . Apesar de ra-
zanve lnente organi=zado, © sistema de defesa dos insetogs parece ser
Ffacilmente vencido pelo grande numereo de esporos (BARRACCD & MENE-

ZES, 1984)



PEKRUL & GRULA (1979), acompanharam a infec¢io de Heliot-
his zea pelo fungo Beauveria bassiana, descreveram a sequéncia de
eventos aocorridos, ressaltando a germinagio rapida dos conidios e a
agao sincronizada de enzimas provocando o aparecimentno de poros na
superficie cuticular, reportaram ainda a ocorrécia de  penetracio
atraves dos espiraculos. O trato digestivo parece nio representar
rota usual de infeceio, mas alguns Cas0s Ja MEFECEram mengio em re-
vignes (FERRON, 1978). AGUDELO-SILUA & WASSINK (1984) estudando  a
infectividade de uma linhagem venezuelana de Metharhizium aniso-
pliae veriticaran que tanto o contato quanto a ingestio foram capa-

few de aoriginar infTecgoes letais.

A cavidade oral de insetos como porta de entrada para  os
esporos, esta na dependéncia do perfil microbioldgico do trato di-
gestivo, além de deticiéncia de nutrientes, oxigénio, phH, pressio
osmot tcas DILLON & CHARNLEY (19848) detectaram a existéncia de um
fator antifingico associado & Tlora bacteriana intestinal do gafa-

nhoto Schistocerca greqoria.

Em busca da sequéncia do trabalho enzimdtico durante &
infecegio SMITH et al (1981) solubilizaram o contedtdo de larvas de
Heltiothis zea com Duodecil sulfato de sddio 1%, e obtiveram  “esque-
letos ™ intactos denominados GHOSTS na lingua inglesa, quase exolu-

sivaments compostos por aditina ¢ proteina. A eletromicrogscopia de



varredura mostrou gue & necessdaria uma certa agao enzimatica  para
vencer @ barreira guitino-proteica, pois aberturas existentess ndo
tem largura nem humero suficiente para permitir a penetragho de hi-
fasg. Caonstataram ainda, «que a ingestio dos GHOSTS s era possivel
com » comnbinaglo de enzimas proteoliticas seguidas de quitinoliti-

Cas.

flem da atividade de enzimas gue € requerida in vivo, J&
duyrante os primeiros estagios de Tormagio do tubo germinative (80~
DERHALL et al, 1978) outro fator importante durante o multifaceta-
Fio processo de colonizacio € a produgio de toxinas, proteases (KU~
CERA & SAMSINAKGOVA, 1948), bauvericinas (HAMILL et al, 1969) & des-—
truxinas  em M. anisopliae (KODAIRA, 19462 ROBERTS, 1969 LUGLI &

MESSEIAS, 1984).

A acHo das toxinas é limitada por alguns fatores, o que
de certa forma dificultam o estabelecimenta da relacio direta entre
toxinas e viruléncocias. Estudando a atividade de destruxinas no de-
senpvolvimento de micose causada por M. anisopliae, FARGUES et al
(41985 concluiram aue o papel das toxinas &, basicamente, depencen-
te da capacidade de produgio de toxinas pelas 1inhagens do Ffungo e

da habilidade de desintoxicacio das espécies hospedeiras.



KUCERA em 1982, reportou a inibi¢io de proteases tduticas
produzidas por M. anisopliae por extratos de larvas de Galleria
mellonella e, em 1984, o mesmo autor isolou e purificou parcialmen-
te inibidores protealiticos também de 6. mellonella. O autor comen-
ta gque a funcio Tigioldgica dos inibidores ¢ muito pouco entendida.
Em insetos, estes inibidores, aparentemente, atuam na diferenciagao
e como parte dos mecanismos de defesa, aumentando consideravelmente

durante uma infecgfo.

Ainda estudando inibidores de proteases, KUCERA & UWEISER
(1984 mostraram que larvas de G. mellonella quando infectadas por
dois microsporidas Vairimorpha heterosporum e Nosema algerae, que o
aumenta de atividade inibitdria na hemolinta foi substancial e
coincidiu com o desenvolvimento da doenga, além disso, o curso da
atividade proteolitica apresentou um padrio inverso da atividade

inibitoria elevada.

A cuticula apresenta também compostos com fungdes anti-
fungo (KQIDSUMI, 19573, representando mais uma barreira a ser ven-

cida pelas hifas do entomopatdgeno.

Em recvente revisao, TERRIERE (41984) descreveu alguns sis-—
temas de desintoxicagio em insetos, especialmente os envolvidos com
a2 inativachio de inseticidades & horminios de insetos. Basicamente,

=

cotes siatemas envolvem uma etapa de reconhecimento de substinc ias



.

quimicas exdgenas seguida por umna tTase de produgso de enzimas para
degrada—-las. 0 sutor assinala a viabilidade da utilizacio destes
conhecimentos, ainda incipientes em um manejo integrado de pragas

matls sofisticado.

2. 9. A Caracterizagio das Linhagens € sua Implicagdo

2.0.4. 0 significado da atividade Enzimatica

O compromet imento da atividade de enzimas com a patogeni=-
cidade e viruléncia de fungos entomopatogéncos ja est’da claro para
inumeros autores (BALFOUR-BROWNE, 1960; GABRIEL, 19468 i FERRON,
{178y, bem comg o fato de gque a agho enzimdatica parece agir em con-
sonancia  com Forgas mecanicas contra a carapacga do inseto  (ROBIN-

SON, 19660 .

As quatro enzimas mais comumente estudadas sao amiloliti-
cas, proteoliticas, lipoliticas e quitinoliticas. Do ponto de vista
funcional as proteases e quitinases parecem ter agho conjuntas sin-—
cronizadas, J# que 8 maior parte da estrutura do tegumento do inse-
to & formada por um compleso auitino-protéico (SMITH et =al, 1981

HaDLEY, £9867).



GABRIEL (49&B) apds a realizagiho de testes in vitro, com
guatro espécies de Entomophtora, concluitu gque a produgio de @nzimas
guitinoliticas & adaptativa, ou seja, quando a gquitina era mistura-
da com outras fontes de carbono e nitrogénio perme~-. ia nao digeri-

da.

LEOPOLD & SAMSINAKOVA (1978 trabalharam com enzimas de
Bemuveria bassiana e discordaram da c¢lassilicagdo das quitinases
como sendo  adaptativas sendo que HUBER (4i958) classifticou-as de
constitutivas. Us autores créem que a divergéncia observada se deve

a gspecificidade de cada linhagenm.

Objet ivando contribuir para a melhoria das técnicas de
comparagoes da produgio de enzimas por fungo, essencial para o  en—
tendimento das infecgoes, deterioragao de alimentos € quebra da ma-
téria organica, HANKIN & ANAGNOSTAKIS (4975) formularam uma série
de meios salidos para o estudo da producio de enzimas :xtraceluyla-
res como o Amilases, lipases, DNases, RNases, pectinases, protease,
uireases € aquitinases, O potencial da linkagem Toi avaliado através

dos halos de degradagio de substratos em cada teste.

10



A producio de enzimas em meios salidos foi comparada  com
a producio em meios liguidos, durante uma andlise da produgdo ex-
trracelular de proteases em Saccharomycopsis lipolygtica por OGGRYD-
714K & MORTIMER (4977). Concluiram gue o tamanho da zona de degra-
dacio € um bom indicadar potencial de produgiao de proteoases, vigto
que expressa os valores obtidos em testes guantitativos, salvo ra-

A ENCEQLDeESs .

Apesar de haver divergéncias entre os autores, incluindo
trabalhos gue N80 encaram a produgio de enzimas como sendo determi~
nante significative da virulénecia (PEKRUL & GRULA, 1979 CHAMPLIN
et al, 1979 S50SA GUMEZ & ALVES, 1983 SMITH et al, 1981), ha agque-
les que consideram as atividades amiloliticas e lipoliticas como as
gue expressan de modo mais estreito a possibilidade de sucesso  du-

rante = intfecgio.

PEKRUL & GRULA (4979) ensaiaram a produgao de enzimas
proteoliticas, lipoliticas € quitinoliticas de Beauveria bassiana,
atraves do estabelecimento de um indice a partir da relagdao entre
irea de degradacio de substrato & diametro da coldnia analisada e
nfo conseguiran estabelecer a implicag8o da produgio enzimdtica coam
a2 Tacilidade na penetraglo apessar de Eeconhecerem a provavel e de-
cisiva atuagio das mesmas no processo. Posteriormente, CHEUNG &

GRULA, 1982, perceberam gue guando conidios de B. bassiana eram in-

11



jetados na homocele de Heliothis zea, uma correlagao positiva entre
atividade proteolitica extracelular & o avango da micose era detec-

tada.

BL-AIDRODE & SEIFERT (4980Q) que trabalharam com mutantes
de Metarhizium anisopliae gue apresentavam diferentes habilidades
de degradacio de amido, gelatina e leite, correlacionaram altera-
¢res na virdléncia com a maior ou menor produgdo de enzimas amilo-
liticas, sendo gque a mesma relacio ndho Toi estabelecida para a pro-

dugxo de proteases.

S0SA GOMEZ & ALVES (i983) caracterizaram onze isolados de
Metarhizium =anisopliae quanto & produgfo de enrimas amiloliticas,
proteoliticas € lipoliticas, e nao conseguiram estabelecer correla-—
¢an entre virdaléncia e atividade enzimatica, entretanto, notaram
que as linhagens mais virulentas apresentavam alta atividacde lipo-
1itica. A maior ou menor produgiio de enzimas foi expressa com base

em um indice de atividade enzimatica.

0 estabelecimento de um indice resultante da relagio dia-
metra halo de degradagfotcoloniasdidmetro da colfnia ou o contra-
Fio, €& amnplamente utilizado. LEITE & MESSIAS (4984) chamaram =@
atencio para o fato de que mditas Q&xeg, dois valores de indice
iguais podem representar comportamentos totalmente distintos, o gue

diticulta a avaliaglo.

12



Tambem trabalbando com enzimas extracelulares, SILVA
(1£985) verificor gue mutantes lipase e amilase diminiam signifi-
cat ivamente a viruléncia contra o hemipterce Rhodnius prolixus, sen-
do que mutantes de protease ndo mnstra?am O meEsno gquando  compara-

dos com o selvagen.

STLLERGER (1984) constatou que as enzimas cwbtracelulares
de M. anisopliae mostraram uma afinidade bastante evidente pela cu-
ticula de insetos, observaranm ainda, que detergentes anidnicos au-
mentaram 2 solubilizagdo da capa cuticular enquanto detergentes ca-
tidnicos inibiram a degradagcio, indicando que existe a formagao de
pontes entre grupos hegativos da cuticula e grupos carregados posi-

tivamente das protenses.

As  investigagdes nesta area tem evoluido muito, a ponto
de alguns pesquisadores chegarem ateé a um certo grau de refinamento
em  seus experimentos, com base em informagoes de que complexos de
proteinasproteina e proteinasquitina s8o importantes barreiras =a
serem venoidas pelos patodgenos. PERSSON et al (1984) testaram a
atividade de peptidases de alguns fungos patogénicos para artrdpo-

des & entre eles o M. anisopliae.

13



Os substratos utilizados foram alguns peptideos sinteti-
cos ricos em tirosina e prolina, aminodcidos gue foram considerados
palos autores, chaves durante o avango das hifas em diregao ao in-
terior do artropode. Assim, alta atividade de peptidases efetivas
contra estes peptideos poderiam indicar uma maior viruléncia. Mos-
traram gue o patdgeno Aphanomyces astaci apresentou alta atividade
contra peptideos contendo arginina, sendo gue o hospedeiro A. asta-
tus tem grande guantidade de residuns deste aminodcido na consti-

tuicio da carapaga.

. 0 Tamanho de Conidios e Viruléncia

Importante e anterior ao estabelecimento de gualguer pro-
grama de melhoramento estd a caracterizacio das linhagens e, sen
duvidas, no caso de M. anisopliae ags dificuldades s muiltiplican
devido & pluradidade de fatores a serem considerados somados a  es-

pecificidade requerida (FERRON, 1978).

& meguir, aspectos de algumas publicagies serdo relatados

por estarem cstreitamente relacionadas com o objetivo deste traba-

Tho.
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FERRON et al (4972), trabalbaram com oito linhagens de M.
anisopliae contra nove espécies de coleopteras detectaram que os
besouros do género Oryctes susceptiveis ao fungo, eram somente ata-
cados por linhagens de M. anisopliae isoladas de insetos atacados,
pertencentes =ao mesmo género & , coincidentemente, todas eram da
var iedade mador. Verificaram tambem, gue linhagens major isoladas

de outros insetos nao produzsiam o mesmo efeito em Oryctes.

Este experimento deixa clara a importancia da determina-
¢Ao do tamanho dos conidios, &€ aponta & existéncia de implicagdes
Fisioldgicas importantes durante a patogénese. Eptretanto, PRIOR &
ARLIDA  (498%) trabalhando com isolados de M. anisopliae var. minor
provenientes de Scapones australia, Orvyctes rhinocerus ¢ de uma
praga de palmeira Rhynchophorus bilineatus, concluiram que o isola-
do a partir de Rhynchophorus era tao patogénico quanto isolados de
Scapones. Atribuiram ao fato um provavel “pré-condicionamento” dos

isolados sem relagio com o tamanho do esporo.
RIBA et al (1985) também discutem viruléncia em Tunglio do

tamanhko de conidios em publicagio sobre heranca da virulépncia em

entomopatdgenas.

15



2.3. Consideragdes sobre o hospedeiro

1 Panstrongyius megistus utilirzado nos bioensaios deste
tirabalho ¢ um dos representantes do grupo de hemipteros hematdfa-

gos, popularments conhecidos como “harbeiros”.

0 Trypanossoma cruzi, o protoroario causador da doenga de
CHAGAS no homem € transmitido atravds das feres destes insetos, que
defecam 1090 apods sugarem o Sangue de suas vitimas, picam sereg hu-
manos, ratos, morcegos e outros mamiferos e podem suportar Jejum
praoleongado, o que de certa forma assegdra a sobrevivéncia desss ve-

tagr (REY, 1973).

Segundo CHAIA (197%) existem aloumas caracteristicas fa-
cilmente ohsegrvaveis que permitem a identificagao de um  provavel
hematdfago transmissor, distinguindo-o de um fitofago inofensivo.
Além dos habitos alimentares Ja descritos, o estudo do rastro {(apa-

relho bucal picador e sugador) & essencial.

16



Através da extensa revisio sobre triatomideos LENT &
WIGODZINSKY (497%9) relatam a existéncia de 14 pepécies descritas
para o género Panstrongylus. Afirman que o P. megistus, um dos que
apresentam  ampla distribui¢io no Brasil, preocupa as autoridades
scanitarias por apresentar habitos peridomést icos como agalinhei=-
ros, esconderijos de ratos, fissuras de rochas, etca., o gque facili-

tu epnormemcnte o contato com seres humanos.

Segundo SILVA (198%) em recente revisdo, até agora o con-
trole dos vetores da dognga de Chagas vem sando feito, principal-
mente, através do emprego de inseticidas quimicos (FREITAS, 49320 ,
sendo gue alguns métodos de controle bicldgico foram empregados sem
sucesso (PERLOWAGORA-SZUMILEWICZ & CORREIA, 4972: FELICIANGELI & RA—

BINOUICH, 1977 DIAS & LEAD, 1987).

SHERLOCK & GUITTON (4982) nostraram que existe possibili-
dade de controle de triatomideos por meia de fungos. Nestes casos
foi utilizado o M. anisopliae, sendo verificado um aumento da mor-—
talidade com o aumento da umidade e, ainda, a possibilidade de in-
setos mortos pelo patogeno dissiminarem & micose entre outros  ga-

dins.
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SIlva (49858) ¢ STLVA & MESSTAS (198482 verificaram & viru-
iéncia de mutantes e revertentes exoencimdaticos para amilases, i
pases £ proteases, contra o vetor Rhodnius prolixus. Notaram que os
revertentes, de mangira geral, restabeleceram = viruleéncia em ni-—
veis semelhantes aos tipos selvagens, exceto no caso de protcases

ciijas redugoes nkRo Toram significativas.

RANGEL et al (192847 realizaram bigensaios com uma linka-
gem melhorada de Mo anisopliae, denominada 157p, e obtiveramn os se-
guintes tempos letais | 7.26 dias para a Triatomna infestasg, 7.98

para Triatoma sordida ¢ 5.46 dias para Panstrongylus megistus.
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5. 4. Melhoramento genético e perspectivas

0 prograna de melhoramento genético do M. anisopliae tem
encontrado problemas no processo de implantac®o, principalmente de-
vido ao pouco conhecimento a respeito dos determinantes gendticos
ma relagio patdgenco-hospedeiro imnplicados com & viruléncia, neste
caso com um problema extra, ou seja, o fato deste fungo nio apre-

sentar ciclo sexual.

Umaa alternativa de recombina¢io, primeiramente reportada
poir PONTECORVO & ROPER (12525, o ciclo parassexuyal, foi descrita
para o M. anisopliae (MESSIAS, 197%; MESSIAS & AZEVEDO, 1i98e; at-
AIDROGSE, 19803, partindo do principio de que a anastomose das hi-
fas, a heterocariose, era possivel negsse fungo (TIMLINE & NOVIELLO,
1974), os autores reportaram a obtencao de recombinantes haploides,
a partir de dipldides. A andlise das marcas dos segregantes levou a
suposicio de que existem cinco grupos de ligaclo (BERGERON & AlL-pal-

DROOS, 19825.
Az investigagdes caminham no sentido de tentar estabele-

cer o dominio de técnicas rdpidas e eficientes de recombinagio =

transformacao, visando o equacionamento de um melhoramento.
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STLVEIREA  (4983) e STLVEIRA & AZEVEDO (1984) relatam =a
realizacio de cruzamento entre duas 1linhagens de M. anisopliae bas-
tante diterenciadas geneticamente, através do meétodo clissico e por
meid de fusio de protoplastos e ainda descreveram técnica de enri-
gquecimento por filtragfo para a obtenglo de mutantes auxotrdficos,

gue resultou em rendimento 613 vezes melhor.

& fusiBo de protoplastos provou ser a alternativa ideal
para o caszo das linhagens qgue nio sofrem recombinagfo por meio da
metodologia cldssica. Téonicas de obhtengio de protoplastos aplica-
veis a fungos Filamentosos tem sido descritas em ndmero razoavel,
aumentando =as perspectivas da concretizagio de transformaglo por

meio desta alternativa (KAWULA & LINGG, 1984).

RIBA et al (198%) estudaram os segregantes de um hibrido
estabelecido entre mutantes para auxotrofia € coloraglo de comidios
originadaos de uma linbagem prototrdfica, e cada segregante foi tes-
tado com relacio & viruléncia contra 3 espécies de mosquitos. Ob-
servol-se que a variagio continua de agressividade observada deve-
s a0 arande nudmero de genes envolvidas No processo, € que 0% me
tantes auxctraticos mostraram redugdes na viraléncia em relagfo =&
linknaem parental, e os dipldides Foram avirulentos para as espé-
cies de insetos para 0% quais as linhagens parentais exibiam wiru-

18ncin. O autor explica, baseado também em observa¢gies contidas em
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outras publicaches (FEDERICI, 1979, 1982), que hibridizagies inte-
respeciticas tem—se mostrado avirulentas, ou seja, incompatibilida-
des reciprocas oriundas da hibridizacio de linhagens diferentes da

nesma espécie podem comprometer a patogénese.

Para quie  uma linhagem seja escolhida e submetida a  un
programa  de melhoramento ¢ NECESSario que a mesma apresente: bhoas
condigres de cultura e estocagen, fdcil manipulagao do ciclo sexual
o parassexuaal, crescimento vegetativo rapido e hospedeiros adapta-
doe a estas condi¢cres. Isto se faz necessario porgue linhagens sel-
vagens 80 muito variaveis € imprevisiveis (YODER & TURGEQON, 198%).
A maior parte dos trabalhos com M. anisopliae, atualmente, Par & e

eatar relacionados com este processo de "domest icagio .

DEMAIN & SOLOMON (4981) apontam a década de B0 como sendo
a dpoca de grandes impactos na microbiologia industrial, causada
pelos grandes avangos no campo da recombinacio artiticial, parti-

cularmente no gque se relaciona a aplicagio da tecnologia do DNA re-

combinante.

Hoje & possivel o planejamento e a execucdo de um planc
de melhoramento com maior e?iciéncia,d9§de que se conhega o minimo
a respeito da relagdo do microrganismo com o sistema onde esta in=
gerida, bem como oo genes ativados no processo de  interagio. Por

exemp 1o, muitos microrgan:=nns, entre gles a Pseudomonas putida,
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S50 capazes de metabolizar componentes do petrdleo, sendo que  os
genes responsavels pela produgio das enzimas envolvidas por  estas
degradagdes  podem ser isolados, inseridos e amplificados no genoma
da bactérizn, intensificando 0 carater desejado.
- . - L2 £ 4 .
M que  dizx respeito aos entomopatdgenos, & pECessaria
ainda, a determinagao dos pontos-chave, alvos de um possivel melho-

Famento no nEo totalmente esclarecido processo de penetragdao.
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¥E - Conifdios amarelos, variedade minor, mutante da linhagem E9

deticiente na producio de piridoxina.

B/vi-~ Conidios brancos, variedade minor, mutante da linhagem E? de-
ficiente na producio de tiamina.
Figura § - Aspecto morfoldgice das 1% linhkagens de Metarhizium

anisopliae utilizadas no presente trabalko (7 dias

de incubacifo em MC.
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3.2. Meios de cultura e solugoes utilizadas

3.2.1. Meio minimo (PONTECORVO et al, 1i253) (#MM)

NaNDS 6,9 g
KC1 @,32 g
KHzPih .52 1o
MQ$D4H? HZD 2,52 g
FesS0D 7 H O tragos
ZnSﬂ4 tragos
Glicose 19,0 4
saun destilada 1.000 ml
figar em po 15,9 ¢

) =4

g0 pH foi ajustade para &,9 antes da esterilizagio

Nafld ou HCG1. Foi autoclavado a 12€20 por 195 minutos

COom
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2.2, Meio completo (PONTECORVO et al, 1953) (MC)- modificado

por AZEVEDO & COSTA (1973)

Foi acrescentado ao meio minimo:

Paptona 2,9 9
Futrato de levedura 6,59 g
Caseina hidrolisadsa 1,5 1
Solucio de vitaminas £ ml
Hidrolisado de acide

nucleico de leveduras 2,5 mi

0 pH Ffoi ajustado para 6,5 com NalOH ou HC1.

3.2.3. Solugaoc de Tween 80

Foram adicionados @,1 ml de Tween 80 em 29,92 ml de agua
destilada. Apds a agitaglo, a solugfo ¥oi distribuida em tubos de
ensaio na gquantidade de 2,9 ml. A seguir os tubos foram autoclava-

dos .
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3.2.4. Solugio de salina (0,85%)

Nall & v o 2 o 2 « % w w =« =« » = 8,85 a

soua destilada f e o e a e s ow 1008 ml

Em 4000 ml de dgua destilada foram dissolvidas 8,% g de
Nall, apds o que, ¢ ml da solugio foram ditribuidos em Trascos com

tampa de rosca e autoclavados a 12020 por 20 minutos.

3.2.5%. Solugfo de vitaminas

Acido nicotinico « + & .« . .« . 106 my
Acido p-aminobenzdico . . . . . 1@ mg
Aneurina (tiaminal) « .+ .« « o -« « 19 my
Biotina + & o & « ¢« w v w w w « ©,2 my
Piridosind o - & w0 w « & = o = = w9 my

RiboTflaving o 4 4 & w o n u o « 100 mg

dgua destilada o v ¢ a v v w o w o 10¢ ml

Ezsterilizada em banho—maria por 15 minutos e guardsda  en

frasco ambar na geladeira, em presenga  de gotas de clorofdrmio.
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2.2.46. SolugHo de NaOH § N
Nalll v 0 & 4 v & & % v w w » « « 40 ¢
Aogun destilada - @ 4 v ¢ & & o« o 1000 ml
3.2.7. Solugao de HC1 1 N .
HEA A D |
dgua destilada «© & & 0« = W o« o« L0000 ml
3.2.8. Solugao alcadlica de odo (47D
Todo Ressublimado T N
Aloool abesoiuto o o & 4 2« o« - 120,00 ml
3.2.9. Solu¢io aquosa saturada de sulfato de aminia
Um becker com volume variavel de agua € agquecido sobre

umz placa de amianto engquanto o sulfato de amdnia € adicionado aos

poucos, wob agitagfo, ate atingir o ponto de saturagio.
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3.2,40. SolucHo de gelatina (8BX)

Gelatina comercial Otcker -« - B 93
dgua destilada o - o « o« o o - . 400 ml

Autoclavada 20 minntos a 126=0.

3.3. Egterilizagiao do Material Utilizado

As placas de Petri & pipetas Toram lavadas e esterilizs-
das em forno a 18620, por duas horas, sendo qgue o8 meios de cultura
¢ demais materiais foram submet idos a autoclavagem a 1 atmosfera de

de pressao 1120°C, em tempos que variaram com & necessidade.

3.4. A temperatura € tempo de incubag¢io

A temperatura de incubagdc das linhagens foi mantida em

tados os experimentos a 2820, considerada ot ima para o crescimenta

doo M. anisopliae (VILLACORTA, 1978 BALFOUR-BROWNE, 1979).

0 tewpo de incubagdo variou de acordo com cada exper imen-

to.u



2.5. Metodologia para avaliagio de atividade enzimatica

2.5.4i. Atividade amilolitica

Na determinagio desta atividade usa~-gse ¢ seguinte meio
(Ewtratao de carne, 2 g Peptona, 5 g; Cloreto de Sddio, & g; Acar,
15 g; 1000 ml de dgusn destilada) acrescentando-se o equivalente a

@,2% de amido soldvel.

Apos a inoculagzo da linhagem em estudo em gquatro pontos
de uma placa de peteri, contendo 29 ml do meio citado acima, um pe-

Fiodo de 9 dias a 28¢C & necessario para a IiNCUbacEo.

Ao final do tempo de incubagfo a placa € inundada com so-
lugio alcodlica de iodo {item 3.2.8) para a revelacdo das areas de

atividade das enzimnas.

Primeciramente foi estabelecido o indice de At ividade En-
imatica (L.A.E) gue foi determinado através da medida do didmetro
da coldnia, do didmetro da colédniat+thalo de degradagio ¢ o estabele~
cimento da seguinte relagio: YT.A.E = didgmetro da coldnia/didmetro
‘da colfniathalo de degradagiao, onde d I1.A.E @ o fndice de atividade
enzimatica. 0 IT.A.E $oi utilizado para a avaliaglo das atividades

proteolitica, amilelitica & lipolitica.
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Posterigrmente o I1.0.E. deiyxou de ser wusado & calcoculou-se
a diferenca de diametros (diametro do halo - didmetro da colfnia)
para melhor expressar a capacidade de produgfo de enzimas, no  caso

da=mn atividades citadas acima.

3.5.2. Atividade proteolitica

Meio minimo com 8% de gelatina de origem animal {(Dtker)
com  pH &, foi utilizada para oo testes de atividade proteoliitica.
Apds 9 dias de incubaglo, as placas de Petri foram removidas da es-—
tuta & a atividade enzimdatica foi revelada, cobrindo-se as coldénias

cam soluczo aguosa saturada de sulfato de amfnia (item 3.2.9).

g precipitado formadoe com o substrato proteico evidenciou
bkalos claros em torno de colinias, que demonstraram a atividade en-

mimatica, pPermitindo assim a avaliag8o.
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3.5.3. Atividade lipolitica

Como substrato para testar a habilidade lipolitica foi
gt ilizado Tween 8@ na propor¢io de 4 ml de Tween 8@ para 1060 ml de
meio basico (Peptona, 1@ g Cloreto de sadio, S @i CaC12 .2H2 0,
¢,1 a; Agar, 20 ¢ em { litro) com pH ajustado para b. Bprdg 7 dias

de incubagio pode~se ver uma precipitacao em torno de coldnia, ori-

ginadns da formacao de cristais de laurato de cdlcio.

3.5 4. At ividade gquitinolitica

3.%.4.4. Preparo da quitina coloidal

Através de metodologia proposta por AMAGABE et al (19723
que consiste no tratamento da guitina comercial (S8IGMAY cowm dAcido
cloridico concentrado onde € solubilizada,sendo em seguida precipi-
tada em meio aquoso onde permanece em estado coloidal ate ser uti-

lizada para compor o meio de cultura (Figura 3).

Ao contrdario dos outros testes de atividade enzimiatica, a
atividade guitinolitica é estimada através do didmetro da drea de
degradacio e nio por meio do I.A.E. ou diferenga de didmetroz como

rnos outros testes.
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Figura 2 - Aspecto da placa de atividade quitinolitica apdas 7 dias
de incubacfo, mostrando as diferengas na habilidade de 4

linhagens na exploragio do substrato quitinoso.
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Figura 3 -

Quitina coloidal, aspecto apds tratamento da guitina

caranguejo (comerciall) (sigma) com HC1 concentrado,

gundo AMAGASE,

197

de
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3.5.4.2. Preparo do meio de cultura

Neocta etapa, 0 meio foi preparado de maneira a  formar
duuas camadas, a inferior composta por meio minimo € a superior por
meio hasico (@,02% de extrato de Tevedura, 15 g de agar, 996 ml  de
dgua destilada, 2,44 de guitina coloidal mais 500 ml de solugiko mi-
neral gue contém por litro: (NH4)2804, 2 i KH2P04, Ag; NaZHPD4, b
Febl, ?HZO, ©,2 g CaClz, i mei HaBma, 19 microgramas; HnESE]4 : i@

MICrFOgQramas; HOU3, i@ microgramas pHY, o pH ajustado para &.

fa linhagens Toram inoculadas em pontos equidistantes, s
as placas incubadas durante 7, dias quando entfo foram realizadas
as leituras, cohservando—se a darea de degradagio na regifo de cores-

cimento da coldnia.

Neote caso, 0 Indice enzimatico foi determinado pelo ta-
manho da colfnia, pois o halo de degradagio foi restrito a area de

crescimentog da mesma.
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2.5.5. Atividade enzimatica em diferentes concentragies de substra-

to para enzimas estudadas.

Foram preparados meios de atividade enzimatica conforme
itens. 2.5.4, 2.5.2, 2.3.3 € 2.5.4) nas seguintes concentraghes:

Amide soluavel: @,4%, @,2%, @,4%; Gelatina OTKER: 4%, 8%, 1i2%; Tween

o @,5x, 11X, 24 e Quitina: 1,2%, 2,4%Z, 48%.

Aag linhagens de Metarhizium anisopliae foram inoculadas,
incubadas durante tempo especificado por cada teste, e tiveram os

didmetros das areas de agho engimdtica anotados.

3.5.4. Atividade amilolitica em diferentes concentragies de amido

solivel .

0 meio de atividade amilolitica toi preparado segundo o
item 2.5.1, nas seguintes concentragoes de amido soldvel: @,05%,
é.,17%, O,2%, @,4%Z, 1,2%, 2,4%; placas com 20 ml do referido meio
foram preparadas € inoculadas com conidios da linkagem E9 em gquatro
pontos equidistantes na placa. Apds S dias as placas foram revela-
dae com solugfo alcodlica de iodo, ordiﬁmetro do halo de atividadae
enzimatica Toi anotado. Neste CRE0 0 tamanho da coldnia nao foi le-—

vado em consideracio.
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3.9.7. Atividade enzimnatica atraves da diferenca de didmetros entre

colédniathalo de degrada¢io e colania.

fs dificuldades para expressar o potencial de produgcao de
enzimas de cada linhagem atvravés do (ndice obtido na relagio difme-
tro colonia/didmetro da colédniathalo de degradacio, levaram & pro-
cura de uma maneira alternativa para compara¢io. Ao Final, Ffoi 85—
colhida a diferenca de diametros que se mostrou vidavel, jd aque co-

loca em evidéneia somente a Area de agio das enzimas avaliadas,

2.6. Tamanho de conidios

fis 19 linhagens de M. anisopliae cresceram durante 7 dias
em MG, sendo os conidios retirados e suspensos €m solugio Tween 80
(item 3.2.3) e colocados entre lamina & laminula. 0 comprimenta e
largura de cada conidio Toi tomado com o auxilio de microscdpio dp-

tico e ocular micrometrica previamente calibrada.

im total de %09 conidios de cada linhagem foi avaliado em
diferentes campos microscapicos, entretanto apenas 2090 valares de

cada linhagem foram necessarios para a avaliagio estat fstica.
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3.7. Crescimento radial

Com o objetivo de verificar o comportamento das 1linhagens
aquanto a0 crescimento das coldnias emn MM e MU, Foram preparadas
placas contendo os meios citados em volume padronizsdo (2@ ml  por
placar.

fie linhagens foram inoculadas & cresceram em  e€stufa a
onelr por 1¢ dias, durante esse tempo, medidas do didmetro das cold~-

nias Toram anotadas.

3.8. Curvas de sobrevivéncia & luz ultravioleta

As curvas de sobrevivéncia Toram obtidas apds a incubagio
de cada linhagem em estudo, darante 7 dias.0s conidios foram ent3o
transfer idos para scolugan de Tween BQ, agitados, € tiveram seu  nul-
mero estimado através de contagem em hemat fmetro. Em seguida, a
suspensao de conidios foi diluida em solugfio salina ¢ colocada e

placa esterilizada para ser submetida a luzx ultravialeta.



& oirradisgao foi efetuada, mantendo-se

:‘j‘

nidios a uma distidncia de cm da Tuzx uwltrawvi

aferida de 8@_#wfcm2) no interior do fluxe lamin

da. O volume de 9,1 ml foi semeado por placa, apas as
apropriadas.

Apdhs B dias, a 2820, as placas foram gobservadas e
centagenm de sobreviventes faicaleoulada com base no numero de

nias crescidas nas placas nao irradiadas.

a SUsSPEensao de co~

aleta {intensidade

ar com a luz apaga-

diluigoes

a  por-

cola-

3.9. Teste de viabilidade

fge linhagens e Metarhizium anisopliae tiveram a viabili-
dade avaliada segundo metodologia proposta por ARRAIS DE  MaTOS,
1983, 0Os conidios de culturas de 7 dias Toram suspensos em Tween 80
¢,91% e plagueados em meio completo, sendo que apds 14 horas e 24
horas de incubagcio a 2820, aproximadamente 256 conidios eram conta-

dos g separados em 9erminados e nao germinados
assim a viabilidade de cada linhagem.

’

estabelecendo-se

38



3.10.

dios

LU,

Padrio de germinagio

fig linhagens tiveram o padrfio de germinaciao de seus coni-

avaliados, segundo padrioes Ja descritos por

{982, As linhagens Toram separadas em 3 grupos,

aquelas que formam L tubo germinati

teral

¢ aguelas gue apresentam 2t

& avaliagio foi realizad

com auxllio de microscopio daptico.

3.44.

ARRATS

Niimereo de esporos por coldnia

Com o awxilio de um "cor

vo polar, as que formam

TINLINE, 19

71

[

basicamente,

ubos germinativos polares

A apos 14 horas  de

tubo la-

opos-

germninacao,

tador de coldnia”™, descrito

PO

DE MATOS (4L983), a producdo de conidios por colénia apds 7

dias de incubacao em MC foi analisa

1aminas dispostas paralelamente, a

tira,

das.

gue cortam uma fTaida de meio

da. 0 cortador consiste de

uma distancia de imm

de altura de dimenshnes

uma da

duas

oL

conheoi-
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Apos a retirada das Taixas, 4s mesmas Toram colocadas em
tubos de ensaio contendo 2,5 ml de Tween 88 8,017%, sendo que o Al
mero de esporos por mn? foi determinado com base nestes valores € =

ares on faixa calcwulada a partir da tomada do digametro da colonia.

3.4i2. Bioensaios

3.i{2.1. Insetos utilizados

Faoram utilizadas durante o bioensaios um total de 2,885

ninfas de Panstrongylus megistus de terceiro instar em regime de

"Starvation . As ninfas foram cedidas pela Superintendéncia de Con~

trole de Endemias -~ SUCEN, através do Sr. Antenor Ferrar Nascimen—

tn, Coordenador do laboratdric de Mogi-Guagu.
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Cada Tinhagem foi incubada en arvrozx parboilizado cozido e
esterilizado durante 10 dias. Apos esse tempo, os espouros foram re-
tirados com auxilio de peneiras, e 330 mg de esporos foram suspen-
sas  em 7 oml de solugio salina @,85% + 2,8 ml de Tween 8@ ©,0L%,
serndo esta considerads entdo, a primeira dose ou “sem diluigao’, =&

-2 - -6
partir da qual, as denais doses foram preparadas: 16 , 1@ e 186 .

0w insetos Toram separados em grupos de 25 exemplares,
sendo obrigados a caminhar por 3@ minutos sobre um papel de filtro,
previamente colocado dentro de uma placa de petri, embebido com

2.% ml da dose a ser testada.

Em seguida os insetos foram acondicionados em frascos de
vidro, que par sua vez Toram colocados no interior de frascos maio-
res com umidade relat iva de 8%, controlada com solugio saturada de
Sulfato de Potassio, sendo mantidos em estufa w 28:=0. & mortalidade
foi observada por um periodo padrao de 20 dias (Figura 3), sendo a

ETH® caloulada pelo método de THOMPSOM & WEIL (PIEDRABUENA, 1i97%).
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Figura 4

Ninfas

frascos

de Panstrongylus megistus de terceiro

Pnstar

com umidade controlada durante s bigensaios

u

en
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4. RESULTADGS

4.4, Atividade Enzimatica

4.%.5. Comportamento enrimitico da linhagem E9,

drao nos experimentas

fis

graficos 4, 2, 3 & 4 mostram respectivamente a

Ao do didmetro da coldnia ¢ difimetro do halo de

atividade ami
tinolitica.

dearadagho ja

Iolitica, proteolitica, lipolitica e,

utilizada como

pa-
evolu-
degradagaa para
finalmente, qui-
ol

Nessa dltima, sd foi analisada a evolugio do halo

que nao hd Tormaglo de halo.



TABELA {1 -~

Tdade da
coldnia

Choras

24

48

Qb
ied

i44

valores

Fes .

Comportamento da

Media do
diametro
coldnia

{mm)

dos diametros representam a mnédia aritmética de 8

at ividade

amilolitica da linhagem E9.

Média dno indice

diametro At ividade
halotcolénis Frnzimatica
Cmm )

9,569
Q, 607
@,6664
@, 687
¢,744

2,801

valao-
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TABELA 2 -~ Comportamento da atividade proteolitica da linhagem E9.

Idade daz colanias Média do Media do indice
(horas) didmetro didmetro At ividade
coldnia halo+coldnia Enzimatica
(mm) Coni )

aher tems bmmm mre emre mmes Mevs gren it LB HE s mim G048 446L FTTS i LAGE HETE TR A0S LIS LM TERT SAms SAm LIEL LR PR SRS TRR) mamy ame mpye meme erm ms Mt et e he mess seen Nens == mi by s pete mms s makr Sade trw TS SR AR e Se reed S g dam Aei et B ppin

i74 17,14 2,8 ©,5214

- valores dos didmetros representam a média aritmetica de 8B valo-

TES .
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TABELA 3 ~ Comportamento da atividade lipolitica da linhmgem £9.

ITdade da diametro diametro fndice
coldnia colania halo+tocolonia At ividade

(lharas) Cmm 3 Coam ) Enzimatica

P b ear cmee mdt 41ms meet g e sews ems aaet mean mmew pere SHE ERER Sowh CiEE LivY R Hrn Wil bems BRR v e LAl W B Fm bES L e e LhAk ALk sear s ol ALHE SR ae i SHLL B e hee SRs T4 S LR LAE BERE AERY S i D it b fee e erer e bk e e

?é 4,14 4,1 @,472
12@ 9,1 13,2 0,489
i44 15, 4 21,3 @,7419
148 20, 2 27,2 @,742

19e 24,9 29, 1 @,B827

it v eta o i PP bt nmpe mhem FRES mpd et ASE St i LaiD TeE R NS BN e Aot AT Lits s e M B ML LA GhH LS R s frem A SHR RRES o —4ih Sees e AW AfRS LR P MA® AMT1 Ment SALE RmNS Mt s Akt LR SRS iR MR man eem ded A BES e b

- valores dos diametros representam a média aritmética de 8 valo-

FES .
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TABELA 4

~ At ividade guitinolitica da

dade dasg ARG
Todade dasg colanias

(horas)

24
48

-
a2

24

120

143

148

i914

valores dos difmetros

i

G
T -

representam a

linhag

c

mad i a

en EY.

iametro da area
de  degradagéo

(mm?7

9

@

0
2,62
&, 25
£1,7@
ie,80
i4,94
14,62
25,00
2g.,12
34,32
35,02

aritmética de &

valo
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4.14.

Mas

2

Determinagio do Indice de Atividade Enzimatica I.A.E (didme~

tro colania/didmetro halo) das linhagens utilizadas.

f tabela 1 mostra a primeira tomada de dados sobre enzi-

utilizando-se o 1.A.E., & a figura 9 apresenta os problemas

encontrados com o enprego deste ndice.
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TARELA 5 -~ Valores dos indices de atividade enzimatica

| ] | At ividade | Atividade | atividade

| [ | amilolitica [ lipolitica I protenlitica

| Linhagem | Origem | indice/didmetros | indice/didmetros | indice/diametros
| i | col/halo | col/halo | tol/halo

I i i (mm) | {mm?3 [ (mm)

| v o s e s o A o et o 3 e 1 o S e
f (3" | ES I @,744 (20.4i/727.0)1 @,74 (20.2/27.2Y1 @,567 (4146734,

| e e e o e e o e A s 2 S i £ e
| i ] ] 1,080 (16/16) I §,00 (22722 | @,710 (13,5719}

[ e e e e e e s i o e o S ol 2
f 5 | Polonial 2,888 (14/718) i 1,00 (23/23) I 0,780 {(14/20.5)
e e e e e it
{ @ ] P& | @,B52 (20/23.5) | @,781 (25/32) %% | @,535 (15/728)

J e e s o 1 s T i e
| 19 i RJ | 0,888 (i6/718) | 1,09 (18718 I 9,553 (18/732,5)

| e e e s s e e e e o e T
| 14 | | 1,09 (i2/12 | 1,060 (iS/715) i @,343 (g/22
I___,___,,,,,,,_.........______._.............._.._......._.___..............-...-......._.....__._._...._._..-_...._..m..m..-_----—.----—-._.._...._..........................,_.._.__....__.._..__._.__.___.. e e i e e e s

| 20 I BA f 0,716 (12/16,75) | @,476 (§@/24) | 0,476 (10/21)
I 23 I MG I 1,00 (1%9/19) !} 1,00 (33/33> 1 9,611 (48,1/29.6:

; 49 J BA I ©,863 (19/22) I @,%50 (14,5,23)%x] 0,566 (i7/30)

I 64 [ ES 0,795 (192.5/24.%) 1 0.7%5¢ (21/28) I 2.355 (16/45)

! B/vi I Mutantel 0,560 (7/12.5) [ @,575% (11.5/20) | @,333 (2746)
| | de E9 | | ]

| Y | Mutantel 0,647 (ii/17) | @,628 (11i/747.,5) i 20,394 (14.5/37)
! I de E? | i |

ot et vvre vete o moem eos mon ees 8 bia Ahwn ot eb Sues mexd s FeR SeEe PTRY T prrn b S i bk i LAk CHE R4 Lhes BmE Teeh s e i e St B3 s ET o L Ll sl LLL Skt At Liry ey tean e P T e e b s L Lits L e T ST I R e T e et A e e e

Cada wvalor desta tabela representa a média aritmética de
valores obtidos em placas onde = Yinhagem padrio, E9, atingiu o indic
esperado. Os valores entre parénteses, exHpressos em mm, Fepresentam =
leiturae dos didmetros das coldnias ¢ halos de degradacio, respectiva
mente.
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TABELA Sa -~ Valores de cdiametros de degradacfo de quitina das linhag
estudadas

L.inhagem Diametros de degradacio
de Quitina (mm?
X

e LeRE Sres LFEE TR BESY EY e Sars mmn e s pme e g e ey e Lemn St TESE BHY mbre pamt s mar MM At S NP SA BEAH Al bam NAS M EAS 4801 Abin Ammn waim ik e b

ke 22 .90

R
e
e e
e
e 77 S

i4 AL 09

A At ate mEEE e e P e mean wm S ALLL AAE TLLL FREs LA ELEE B S4% THEY ST A LA B whi e me v ek e i Ak o i ek ik L L e e kL it M e e i AT R A48 A Bk Fhe Sibe Sk edem S Bk Sl i S bt e e e vy r—

YO i3.00

e ovee rmon mvam i Aa% ARr S ALLL LALL SEEL LARS Liem LAIW EE Mt e 4ebT e e e SES Mkt ALY RS0 BARS MRS AILE LSF CAES METN EAE SPRR SS0N PRAT MEEN £ LS RONS L P e AR MRS Sehy dimr SAA AL e bin S48 ook A S dit ik e oo Sk Rk Aeih S lhe v e e oo
———————————————————————————————————————————————————————————————————————————————————————
__________________________________________________________________________________
mmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmm
_______________________________________________________________________________________

10 7.33

it ey ek i LA ks AT wRm s sean s b b i P M Mk ik LA B ok ke et e Seae Sas e bies Mred et S e it s AN et ek e Seme M A A s iy T TEE AL frme BT At e At i S e e o o s v e PRen WELs BLSs SHES Aims Ak aped

B/vi atividade n3o detectada

vt same eme oare smn ems b ik SRS FEER e rr b ek ML AL LSH RAe LeME M85 Aed el rrey mEr VS ST NS EAEL REME SAAL TN LA LENT ETES VRS RANS AETE ARLL MNAS TANR AMME LELA Mibw ke i e e v Frre AamE ik Rimh amES vAL b Aeke et memn e arm okt wae e FovE veet AEES Mae Br
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I4- a-100(12/12)- dd=0 23-0-100l19/19}-dd= 0

23-q-22 mm )05 -q- 85 men

(DI RN

54- p.0,a71(8/W)-dd=6 | DB- p-_os7atInn/27)-08= 115

il NN

B/Vi- p-0333(2/6)-dd= 4 | Y5-p-0300145/57)-04d=225

FIGURA 9 - Comparagio do fenatipo da coldnia de linhagens da mesma

Ohs.:

icdade e respectivos Fndices de Atividade Enzimatica € ou

valores de dreas de degradacio.

Ng linha de identificagzo, abaixo das colfnias temos

tivamente: numero da linkagem:; tipo de teste onde "“p°

teolitico, "a " = amilolitico & "q° = qgquitinolitico:
At ividade Enzimatica ou didmetro de degradagio; dd =

ca de difdmetros,

y Fespec—

E=S Pro--

indice de

diferen-
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4.4.8., Atividade amilolitica em diferentes concentragies de amido

soluvel.

Primeiramente temos o teste das 4% linhagens para 3 enzi-
mas diferentes, sendo cada uma em 3 concentragdes diferentes. Os
regultados nao Toram satisfatarios, pois nRo se observou linearida-

de na distribuicfo dos pontos (Tabela &6).

A partir disso, e supondo-se uma oscilagio na Taixa de
concentragio estudada, tentou—se um numnero maior de concentragcees
para velrifTicar o comportamnento da linhagem E9. As enzimas ensaiadas

Fforam as amiloliticas (Tabela 7).

Oz graficos 1 € 2 evidenciam & oscilagio, detectada nas

concentragoes entre @ e @,2%.
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TABELA 7 ~ Media,
tro

ferentes

CUrVa 1

CONCENTRARAQ

ole

desvio padrao e variancia das leituras de

difme-

drea de atividade enzimatica em concentragcres oi-

MEDTA

{mm?}

20.04

12.04

de amido soluvel.(linhagemn E%).

DESVIO PADRAD

2.4947

1.1659

VBRIANCIA

@.1136363
&.40405454
FuP0ATEES
1.2225724
4. 4299272

1
ow

)

57142

[34]

1.8333363
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CURVS 11

(REPETICED?

CONCENTRAGAD MeDITA DESVIO PADRAD
Cmni )

15} 13.20 @.45014
Q.05 28.91 1.9642
@.1 19.63 3.9057
Q. 24 .20 1.4957
@.4 15.90 1.4459
1.2 13.95 1.86577

2w 13.04 @.8106

e e it birs Rram e mims vme aws samn aam mmmd mrry BEL TRs mmmp e et e paay prm s s b et bt

VARTANCTA

e st aen e A = e T e o S o b s e e

D.2026545

2469727

'y

5. 25455

f.4299272

2. 09091

=.74810%

Obe,.: Cada valor representa a media do didmetro do halo de B8 cold-

nias avaliadas.
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TRO({ mm)

DIAME

O’F 11 | 1 i 1
0.05 0.1 0.2 0.4 1.2 2.4
CONCENTRAGCAQ DE AMIDO (%)
GRAFICO 4 ~ Comportamento do diametro de atividade amilolitica em

diferentes concentracoes de amido soldvel.
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2071

{mm}

DIAMETRO

15

IOt
o’
OI [E | L 1 L A
o1 02 04 1.2 2.4
CONCENTRAGAO DE AMIDO {%)
GRAFICO 2 - Comportamento do difmetro de atividade amilolitica em

diferentes concentracoes de amido solidvel (repeticiond.
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4.1.4. Proposta de meétodo para avaliagio de Atividade Enzimatica

As tabelas #, 9, 16 e 11 apresentam separagio das 15 1i-
nhagens ubtilizadas neste trabalho, guanto & produglo de enzimas
proteoliticas, guitineliticas, amiloliticas & liroliticas, respec-

tivamente.

A analise da producfo de enzimas foi feita tomando-se por
base a diterenca entre o digdgmetro da coldniathalo de degradagao do
substrato e o didmetro da coldnia,comn posterior tratamento estatis-
tico atraves do testes ndo-parametricos de KRUSKAL-WALIS e SPEARMAN

(NEEGRILLG, 19B85).

Na Tabela 42, todas as 195 linhagens s3ao comparadas  con
Felagio &% produglio das quatro enzimas estudadas. Notar que em ne-
nhum caso veriticou~sg 0 destagae de alguma linhagem como sendo boa

produtora de todos os tipos enzimaticos ou o contrario.
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TaBELA B8 - Teszte de KRUSKAL-WALLIS para oz valores da produgio de
enzimas lipoliticas.

LINHAGENS ! GRAW DE STMILARIDADE { COMPARACAT
! (TUKEY %) !

pule) [ a | bbb

e 0 w0 T

a0 = s e
I T
e T T Ty T T T
e T T
e
oy LT
o
TS LT
e Ty I
LA T
TS —
L. T LT

Produgio: dtima (+++), Boa (++-), Regular (+--) & Fraca (--=-),

61



TABELA 9 = Teste de KRUSKAL-WALLIS para os valores da produgdo de
enzimas amijoliticas.

LINHAGENS | GRAU DE SIMILARIDADE [ COMPARACAD
! (TUKEY 5% ;

e et Eaat tde e wme mee pyas sma FYSE RELL REEA Lk WeAe Emms revs SPe PMr TRMr e e un emis mews ek wm wees paas mbvm amem mhen it UL M drms eamh BH S meae ram b b T bred e smme Tean bee wver e dbm wden apet vewt o Hae paay U mime e ey e Ax0r Sen mem g bE

=B { el 1 FRERNRER

e e T st b em e nen pp s e e e R SRat bere i mmme amar ren b bmd mrn ans Sheh BE e e BN M i bt NN Sebt BES A MRER MRS e el A et bk e S e Rebr == Sk onrs bems boM e e o AR Sk Ak e M b ey

7 I 2] ! 44

[T S e e

G4 i el ‘ I 4G o

Y& | | b ] IR

B A
e e e T e T
T
e T
TSy e e T e

e e e it o v o st 2 2 o s 2 o S5 e A 10 1 7 A . T S 8 e S A R 2 2 Bt o T o T o S i 2 et ot e e 0
i 4 ] d ] S
e e e o e e o e o et o o e o 1t e o o o e S8 S 5 S5 L i e e 1 . e 7 2 e L B S8 4 e 8 8 S S S 2 e e i Bt e . o e i . 10

i I ¢l ! ———

im e Aems e b4s eemt s msen vme dwns

Produgao: Excelente  (+4+4+3, Boa (++4+-), Regular (++——13, Fraca
(w3 & Muito Fraca (-—-—).

UNICAMP
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TABELA 10 — Teste de KRUSKAL-WALLIS para s valores da produgio de
enzimas quitinoliticas.

LINHAGENS f GRal) DE SIMILARIDADE ! COMPARALAD
[ (TUKEY 3%) }

e o
T . T e

e e
e e
= b O e

e
T e s e e

i ] b C ! R

o ! C ! ————
b e R TP SRS e R e e Rl ekt Rt L T
= ! C I M
e e e S s o o e . i i . e . b e o e e 8 i o o o o 8 o . S ot o S i B 1 1 it o o e 1 1

B/Avi | d f e et o

Prgdugin: Excelente (44422, Boa (+++4-), Regular (++-—3), Fraca
(4=-ey @ Miito Fraca (-»-—).



TABELA 14

- Teste de KRUSKAL-WALLIS para os valores da produgan de
enzimas protecliticas.

LINHAGENS ! GRAL DE SIMILARIDADE i COMPARARAD

&4

Broducio:

I CTUKEY 320 I

T T T T T T e

’ C T T T T e
T T e
T e
o m[n o 1 N -';M —"""H”; h ‘——f h+\‘ N
e oo
e e e
o Ty e e

Frcelente (++44, Boa (tdt-3, Regular R Fraca
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TABELA 12

QLETICAS |

QMFL
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TABELA 13 ~ Valeres de rs obtidos no teste de correlacio de Spear -
Man .«

{  PROTEOLITICA& | LIPOLITICA | QUITINOLITICA |
!mmmmwmmmwmmM%wm“mwmmmmWmm_ww“mwmwmmwwmmmmwmmmhwwmi
AMTLOLITICA ! -@, 23 N.S. I ©,0464 N.G. ! @,042 NLS. !

PROTEOLITICA 1 ~@,864 %% [ e, 46 W I

- ww“m"ww_“m»u““mmm”mmm_“mm_m!

LIPOLITICA | ~,3%9 N.S. !

GUITINGLITICA

%3 = Unlares signiticativozs ao nivel de 5% de probabilidade
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4.2, Sobrewvi

Na
tagem, =& sob
ravioleta.
figos 3, 4,

s 15,

véncia ao Ultravioleta

tabela i4 podem ser encont

revivéencia das

Graficamente

0%

%, & e 7, sendo

19 linhagens
resultados

que o LDYSH

radas,
de M.

et Ao

gmpressais em porcen—

anisopliae a lur

apresentados nosg

de cada uma estao na

g1 -

gra-

tabe-—
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Tabela 14 ~ Sobrevivéncia de M. anisopliae # luxr ultravioleta

Tempo (minutos)

_inhagem ] 36" 4 o o 12 15 14 i7 19

100 8.8 9H.5 a3.7 - 22, - 4.8 - -
120 7h5.4 bac 3.0 - 1.31 ©.42 - - -
100 84.0 58.0 23.0 ST 1 ~ - .06
i0@¢ - 58.2 3i.6 - 1.6 8.3 - - -
100 3.9 4%, 0 42 .4 - LL.9 - = 2.e5 %)
X1 7.5 40. & ~ - 3.42 2.66  0.62 -
100 - Bé&LE 44,6 - 3.4 1.70
i¢e - 21.5 3.13 1.2 @ L) % @ -
190 @7.5 67.8 19.0 - 6.3 ~ 1.2 .03 -
1ee 77 .4 ST 29 .2 - 4.8 LAY i.es - -
19¢ = &9 30 - 195.1 e w @.04 - -
100 67 56 21.3 - - 1.3 - 0.27
196 83,3 Fa.9 2409 - 9.5 - 1.87 - )
100 - 7e.9 33.0 - Pl - Y 1.5 -

169 PO . &7 . 4 9.0 - 13.3 J.12 & @ ]
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Tabela 15 - Vslores de LD9% de
emn mindtos, calcul
FOSIM (1977

Linhagens | LS {min
16 { 17.89a

g ! f6.86

1 ! 15.48

Brwvi ! £5.359

f4 I ta.12

- -
(A | L4848

26 i 13.74

G4 ! 13.462

v ! 13.6@

o4 ! 18.2

7@ l 14,81

linhagens
ados segun

bt oe)

de
co

Metarhizium

anisopliae,

metodologia de BaRACHD e

Procedéncia

B

R

Polédnia

in

Pt

Mtk ante

[ pegh 4

S )

dustralia

£5

Bakia

R

Mutante F9-ES

Fahia

!

Franga

58 | 1e.67

e mmr s s mrme e i R AR RRAT MMe Sl mman e sew e saet Ml amis S EL L e T Tr AeR RS BYS1 ET MM TER e mmn mmay M e e s s mar TRT Be SN Shm i e et M ABSS Abe b e Mn s mran miee mm s A= i SHEL A A e

28 ! ¥.a8

40 I 7.44

& | 736

|

Bahia

Polfnia

Bahia

Polania
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4.3. Comprimento e largura de conidios

As Tabelas 16 e 17 nmostram os valores das
padrio e variancia de 1% linhagens de M. anisopliae

comprimento € largura, a partir do processamnento de

cacla Lma .

0 GraTico 8 representa a distribui¢lo das

e estahelecida & relagfio comprimento = largura de

medias,
con relacio

200 leituras

Mesmat,

conifdios,

permite Tacilmente a separagiio nas variedades major e

mostira a tabela L2.



Tabela 146

Linhagem

19

i4

29

&4

70

Y5

B/

Ualores

- Comparagiao
Tinhagens

mento

gumb

5.7017 14
i4.430190

i4.05552

77484

ey e
8 (R 4 t_‘?f)ﬂ

B.466290
65.84604
7.9514¢

7.09880

g.83612

5.7180%

7.36620

g.e8285

obtidaos a partir

Média Corrigida

da media,
de M.

dos conidios

anisopliae,

am) .

Media

4.287

i0.8592

1@.92440

H.i48@

S5.9785

-
5.38337%

&.8965

é‘-'l w 6‘)‘437

G.7165

5.53685

5.2839

é.@S’&

de 208 valores de

conside

desvio padrao e

Desvio Padrao

©.518%5

1.3794

@.9569

@.5411

1.0824

0.8193

Q4904

Q.4976

G.0béL

9.8487

Q.74168

@.8101

9.632

@.7349

val ioncia

rando-se ©

de 1

campri-

Var iancia

¢.2680H8

@.35784

O.9L574

@.246139

LW AFLE5Y

G673

e.

B

24076

@.247463

©.3204%

1.60325

LTReRS

£.51385

Q.EHERD

Q.40025

& .5400%

cada uma das 1linhagens.
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Tabela 47 - Comparacao

inhagen

(8% 2.05418
1 3.90887
5 3.79449
K 2.82425

1@ 3.12500

14 3.92483

29 2.64138

23 3.10954

40 2.78435

a4 3.1720%

a8 2.69471

64 2u71602

7@ 2.63404

Y3 2.464736

B/vi 2.68743

Uanlores ohtidos a partir

Tinkagens

dos conidios

Media Corrigida

gum)

da media,

M. anisopliae,

am) .

Media

1.5445
2.9390
28530
2 1235
£2.3500
2.9510
1.9840
2.3380
2.9935
2.3859

2.0264614

3]

2.0425

&

1.98e5

1.9905

£2.0204

de 20@ valores de

caonsiderando-se a

Desvio PadrXo

desvio padrao e varidncia de

15

Targura

Variancia

0.14%6
Q.1947
@ . 2532
@.2015
@.3167
Q.197:
¢.113@¢
@.2812
@.1473
0.2721
¢.1188
@.1544
@.0624
0.0648

0.9874

cada uma das

$.0223
R.03676
Q.04641 1
?.0404690
9.10029
Q.0388%
0.01257
@.07905
@.O2865
@.07068
Q.91394
@.e2437
@.0038%9
0.06G420

O.OD763

linhagens.

+r mee et mte et e bere eera tems pms ras

77



LARGURA {(ym)
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[ 2
2,0 ..- 8 ]
20"570 B/vi s8 54
Beo
1,5
tv I 1 | | 1 | 1
o 4 S5 6 7 8 9 10 15
COMPRIMENTO (um)
Grafico 8 - Relagio comprimento x largura de confdios de M. aniso-

pliae, considerando os desvios respect ivos.
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Tabela {8 - Separagao das linkagens de M. anisopliae

riedades, minor € a major.

Variedade

Linhagem Minor Majorxx

23 X

4Q X

7@ X
¥ X

B /v X

nas duas

be.: A variedade minor também € chamads anisopliae

Va-—
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4.4, PadrZ%o de germinagao, viabilidade e produgfo de esporos e

crescimento Radial.

Durante o periodo de experimentaclo, foram observadas as
diferengas com relacgho ao padrio de germinaghio das linhagens estu-

dadasg, retratados nas Figuras 1¢ e 41

& germinaghio do tipo nado polar a4 foi observada nas  1i§-

nhagens maJjor (tabela 19).

A viabilidade também se apresenta de maneira diferencia-

da, guando as variedades major € minor sio comparadas (tabela 20).

A produgio de esporos & vista na tabela 24, bem como o

crescimento radial (tabelas 23 & 24 ¢ Figuras 12 & 13,
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‘Figura i@ - Conidios da linhagem E9 (minor) em processo de germina-

GHo, mostrando a formagdo polar do tubo germinativo.
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Figura 11 - Con idios da linhagem 5 {(major} em processo de germina-
GHo, mostrando a formacio n&o polar do tubo germinati-

Ve
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Tabela 19 - Padrao e germina¢gfo das 15 linhagens de M. anisopliae,
porcentagen de conidios com germinagao polar, bipolar &

nao polar {(Porcentagem)d.

Linhagem POLAR () BIPOLAR (XY NAD POLAR (%)
1, 63.15 21.05 £5.7
5 £8.37 1.16 10,46
o 100.00 - -
10 57.70 42,30
14 9. b0 .40 -
20 62,50 37 .50 -
23 68,28 34.77 -
40 54,52 A8, 47 -
54 97.7 2.920 -
58 6£0.58 37,44 -
b4 72,00 26,00 -
7 34.76 63,0 N
B/vi 9640 - 3.8% -
Y 7.3 24,65 -

ES ‘a.7e i.3e -
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Tabela 20 - Viabilidade das linhaagens

Linhagens Major

Linhagens Minor

Germinagao mais lenta, nfo ultrapassando, em meé-
dia, 30X de conidios germinados, nas primeiras i4
horas  analisadas, atinaindo valores superiores =@

@Y apoe 48 horas.

Germinagdo rapida, oscilando entre 99 e {600% nas

primeiras 14 horas analisadas.
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Tabels 24 ~ Producio de esporos das

oL iy . 2
I Linthagen I Nunero de esporos/ma |

!

N 6
i ! .53 2w 1@

; 6
5 P 159 x 10

I
& !

E 6
10 I 0.EE 10

I

s

I

I

;

i

6 |

3.99 % 10 I
!

|

r

r

54 1 i

o R
1.3 » 10

| |

b B VR S '.56
t e ” _I.(C. f

L=

6
@.12 x 1@ i

G
49 I G.84 2 1@ !

6

L.94 % 10 !

et e L et da 8 A et o A A e v en o e et ame e mers b !
- e 6 {
G 2 G T 3¢ 1 (‘) !
S et B TR s pn tren e v s !
I | 6 |
64 | 3.94 x 10 !

i
i
i I

I
Wis J

I
|
!
f
|
I
|
!
!
f
[
!
f
I
I
[
I 26
|
{
!
f
!
I
!
]
I
!
I
!
I
!
|

19

Tinhagens

anal isadasg.
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Tabela 2i - Produgao de esporos das 1% linhagens anal isadas.
(Continuagio?

- . £ 2
Linkagem | Numero de esporos/mh

e erm n LAb it et e s e e L it ees dee ik em G aen e e

6
7O f 3.86 » 1@

Mo i ke L AR e s mm et mese e med il BEH e ek bR Was moe ok At EEE nans

Y5 | 2.906 2 19

|

!

|

’ 6
t B/vi | 1.45 » 10
|

f

I

6
E9 I 372 » 10

Obs.: Cada wvalor dest; tabela representa uma estimativa do numero de
conidios por mm®, a partir dos valores abtidos com o auxilio do
"rortador de coldnia”™ de ARRAIS DE MATOS (4983).
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Tabela 22 = Crescimento radial de M. ani gopliae em meio minimo (MM)
CmmJ

t
L inhagen ([T T A (NS IN- S RN SN - S SN I N - N S O S

et +oan wom s1ae sane e $eas ew P e SoeT S0PH S0 Po0t 428 17D A1t 48 128 P S A e oo e e s S b 828 S S T By ek ohes et Aves mure men vers wees vren be i bt sest wm ]

i { 4,431 B.001412 8@]14 g7121.2 Ji;’d.:@l ’f:...: \.;\.Lu(’*@l”%ﬁ.;.‘él

i|~ “*”"“";""""“” ”i“—_:- b Z7.3714e.12115. @@Ii? Jgl2e.i212e.5¢121. 3/”5?2’..?,11
| "*_“"'ém"“m““Tméféé?mlfélI“;fEQilwaZT?""EITZ;”55(32”3{?%;”;575£“é5f
T T T L v 10,25 115, 121 146211460117, 62121751
T T T S 400t s.001 5.621 6.201 7.621 5.6
T T I e en aae 1 7.75110.00112.30114.20115.00119.751
T T T T T e 0011267 116.62119.00124.5 1265513275 |
T e T a o0t 7.121 9.00115.56113.40 14662118, 00120.00]
T T e s ta11a.70117.. 26122 .28123.50127 . 00129 . 12133+ 06
T e T e Ti7.87119.00117 0012267 125. 00126, 66127 . 1215025
T S 10 0011875 115,87 1246212175124 121262012900 |
Ty T s 061 431 7751 9.12141.68143.95116.45118.10115.00]
e T el hiest maest 2.5 1 2.251 2.5 1 2.5 1 2.5 1 2.5 |
i"'""”"¥%““"_"““Tm[fZ;T“Ifé;T'QfééT“Ifé;?"IféZ?”IT;;T"IfééTMlf%é?"lféé:
B S PPy mpte]

ES | 6.0 | 9.687112.046144.75120.00120.87123.¢4124.00127.871
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Tabela 23 ~ Crescimento radial de M. anisopliae em meio completo (MO)
Cmim )

! Dias | !
I Linkhagem ! 3 | 4 { Y] | & ] F ! 13 ! 9 } i9 | i1 !
| -

e e e e o e o v o o 20 o i 5 s R 1 o s o v e S e £ A7 S o b e cere v o0 e o e e e v i e s e o et o wem|

i [i®u12[14 P?iﬁﬁuﬁélﬂﬁ.ﬁdl;guﬁﬁ Suui“lﬂi @6144 62 149.201

.0 1 8.87111.2 pljﬁu69119 HE icsui”l”é.eﬁi”B bz Iui.?ﬁ

] [

4 | G.87149.81148.,42128.28127.,431231. 3?[34,66{3ﬂ.1LI44u251

I

1

|

! e ees w1 men mnt Rats ors ape arbe Kb BRiw Shns mmms mmre g e mees pams e vare e sees . - rrw e e e et e wan o Amen heae vam ant im b aan e o e l
f

| et wnme et ares pame mvhe biwe o seen meen orki BHS fm Amin AL Semm T MS BIRL gwrs o I BTNS L3R SiR S e Shes S e heas ni i eae e reem saes LS BARS RS g L s s s e Grrn teee ST Srme germ mms sers S16 Gurm Gmbe PSS Meaa FSSF SATR mare mmmn ppe gems mes A S0 E
!

|

I

!

1@ o=~ 1 = 1i4.60148.00121.12123.0Q127 .20132.62136.00!
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14 b= b - 16751 8. i”i11u09E14.u2|i? i2121.73123.751

e e e e o e en et e v e et o ik v s S 1 S8 £ S 4R e 0 e 1 i o £ 08 e e 1 8 L St o Tk A b s o o 2 o e e e 1o

| ) o= b = tl2.62116.1 Ii;.25 21.87125. ?EJqG LFI°6,3?E

e ot ot o o 2 o 2 o o S o s T A 8 18 St 17 T T 0 e e — oo ren e [ — U - '
I =3 b 116.351H18.759123.00127. @@I? Lonl37 121044, ?;148.12|
I e e e e e veea . sate sarn i e o ek it w2 1188 G008 R in St T AT AP Tonh S o o uen Ao S o S S o s A S e e S AL RS SRS LRt S S A I e s iy e S e s e b s 0 !

46 b b - 11080185, @(b"“ 123, @@I;;.i””’l J.0 [31.5.173

e o —otu eame wera avmt ronm weme s F2 S S et s oo Shm snns +bus brbs SeRS ELUS SERM e cets e 41N FERS Srne S L4 BRRR MRER tmm anre nees Pewn Srs s i bt b [ - wom e e e
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Figura 12 - Histograma do crescimento radial das coldnias de M.

anisapliae em meio minimo (5, 7 e 9 dias)
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Figura i3 — Histograma do crescimento radial as colionias de M. ani-

sopliae em meio completo (5, 7 € @ dias).
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Tabela 24 — Valores de LTH5¢ dos bioensaios realizados,
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Tabela 25 ~ Malores de atividade ensimat ica, LTHO
e cresciments radial para COMPAragao.

f ﬁfévidﬁdw Enzimatica !

; e e o eee eeee ssin e ewe Sae re e oo ekt e S frns Ao sam Swst e smee SR SRS IO i) e AAES AIPE S S SRS TS S i e fhd sner s r T T T T A 4

bHLipo™ |ﬁm{10” fPrateg iuuitlnnl LTEHe I Cresc.,
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! I I ] i f (mim)
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) . . . . . .
Tabela 25 - Valores de atividade enzimat ica, LTDH@
e crescimento radial para COMParacaoc.

Uak . major

e RP S LT s —_——— i
i [ I booe Dos.e0 0 1e.ee 1 B.42 1 32,00
S o et et e S —— 1

o | I [ 1.949 1 4.5 ! g.g2 | S.43 1 19.62 1
PR PIRRSEPSTIE ST TEREE S R I e e e e e me e e e e e e DA e e e e s men e l

MLUT & TES I

e e et e v e ot oo A o £t A e o A e hgs e b e S S A Ml 7 S S e S T SIS s e o e T - ‘
Y5 i t 5.5 ! S.466 D 2266 1 L0.€ | 4.7%9 | 24.06¢ |
e e e o o o o s T I

I B/vi f O R SR YR R T N B Poo4.82 1 21.25 |
e e v et et e e een et e et D hren boms i e e At oo Ak b Gk M ams e = e Gl e s s fy S STE SIS el e amess |

Ubz. Os wvalores das ativicdades enzimaticas (Lipolitica, Amilol/d
Fiom e proteclitica) representam & média de & valores de
diterenca de diametros (didmetro halo -~ diametrs de cold-
nial.
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5. DISCUSSAD

5.4. Atividade Enzimatica

5.1.4. Comportamento enzimatico da linhagem E9

0 estudo da evolugdo de produgaoc de enzimas pela linhagenm
E9 permitiu a observagio de certas peculiaridades do  processo. A
avaliagio de produgfo de enzimas amiloliticas, proteocliticas ¢ 1i-
politicas revelou gque nos trés casos os (ndices de atividade enzi-
mat i ca (I.4.EY apresentam valores baixos inicialmente & tendem =2
aumentar com o avaneo do tempo, 0 que na verdade revela, pProporcio-
nalmente, alta atividade inicial com diminuiglo posterior (tabelas
i, 2 e Y. I mesmo nao Toi observado no comportamento da produgcao
quitinolitica, pois & relagac halo/coldnia ndo foi avaliada (tabe-

la 4.

Graficamente € facil observar gue a coldnia & o haloe  nas
primeiras horas sdo proporcionalmente equivalentes, confirmando =a

alta produgio de exoenzimas na fase que corresponde & germinaglo e

e’
~

a peaetracio no inseto (figuras 5, &, 7 e ).
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5.4.2. 0 Estabelecimento do Indice de Atividade Enzimatica

As  tabelas o & 20a mostram dma evidente wvariabilidade
quanto aos indices de atividade snzimatica obtidos para as 15 1i-
nhagens estudadas. Fstes resultados estiac em concordancia com  os

obtidos por ROSATO et al (1281) e 50548 GOMEZ e ALVES (4983:7.

Baseado no exame das tabelas, conclui-se que a produgio
de enzimas proteoliticas ocorre de maneira relativamente uniforme,

e o5 valores tem faixda mais estreita de variagio (no cazo de ©.32

ax]

a 6.710) em relagio aos outros testes, sendo que nio foi registrado
nenhum valor de indice igual a 1.0@, ou seja, onde a agho das enzi-
mas esta restrita a area de crescimento da coldnia. & uniformidade
pode significar que a producao de enzimas proteolticas nion repre-
gsenta um bom pardmetro comparativo no gue diz rezpeito a viruléncia
diterencial das linhagens. AL-AIDROUS e SEIFERT (498¢) afirmaram
que a degradacao de gelatina ou leite como substrato em meio de cul-
tura, parecemn nao estar sistematicamente relacionados com a vitu-—
léncias estes mesmos autoves consideram a atividade amilolitica um

bom carater diferencial.
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0 indice, como forma de expressar o potencial de producio
enzimatica, foi abandonado neste trabalho, poig alguns problemas
dotectados quandoe da utilizagio dos mesmos, pois 2 valores de indi-
ce ensimatico exatamente iguais, podem significar situagoes total-

mente distintas.

Unm exemplo elucidativo € o das linhagens Br/svi e Y9, cujos
valores sio semelhantes para atividade proteolitica, @,333 ¢ @,391,
respectivamente, entretanto a Tinhagem Y5 explora darea  5é6&  wvezes
maior (Figura 8), representando significativa diferenga. Na tabela
£ me (ndices apresentados sae seauidos dos valores que os  produzi-

Fam, para que se tenha uma idéia da importdncia dos mesmos.

Nota-se ainda gue as linhagens % g 410 apresentam, Cur o
samente, um padrio de precipitacso de laurato de cdlcio nos testes
de atividade lipolitica, muito diferente das demanis. Ubservou-se a
formacgio de uma finag zona de precipitagdo ac redor destas coldnias,
em contraste com a precipitacgio de granulagio grossa comumente ob-
cervada neste teste. O signiticado genético bioquimico =ainda nan
tem explicagfo, mas este carater poderia éer usado como diagndstico

para identificagio das 1linhagens.
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v

o producio de enzimas quitinoliticas & facilimente compa-
ravel por se apresentar de forma direta, pois nao foi possivel o
catabelecimento de ndice. A importiancia desta atividade serd dis-

cutida em outro item.

5.1.3. Atividade amilolitica, proteolitica e quitinolitica em con-

centragoes diferentes

Conftorme item 3.5.9 as linhagens-alvo do trabalkho tiveram
os diametros das dreas de degradagfo enzimdtica avaliadas em 3 con-
centragnes diferentes. 0 objetivo inicial era o de s& estabelecer
seis pontos de referéncia (trés da amostra e trés de um padrior pa-

Fa que se pudesse comparar as linhagens em termos de potencial.

Frntretanto, a tabela é& mostra gue pontos obtidos na maio-
rim dos Casos nao permite ogue seja tragada uma reta ligando-os €,
gquando isto € possivel, as retas apresentam declividade bem dife-
rente umas em relagio as outras, nao permitindo que sejam compara-

das, logo, & utilizagdo desta metodologia foi descartada de imedia-

tow
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£ interessante notar neste experimento que a concentracio
de 4,8% de guitina na forma coloidal, duas vEzes menor que a con-
centracio proposta por HANKIN & ANAGNOSTAKIS (4i975), foi suficiente
para inibir o crescimento de 4 linhagens das 19 submetidas ao tes-

te.

. 4.4. Producio de enzimas amilolticas em diferentes concentragdes

de amido solidvel.

NEo toi detectada correlacio linear entre variagdes N&%
concentragres de amido e diametro de drea de atividade enzimatica
para enzimas amiloliticas (araficos 1 e 2 e tab &).0 gue tornou in-
viavel a avaliagio da produ¢cio com base em dados obtidos em 3 con-

centracoes diferentes, ou seja, @,1%, @,2%:; @,3%; testadas ante-

viormnente.

5.1.%. A diferenca de diametros como alternativa para avaliag3o de

produgfo de enzimas

Como forma de evitar os problemas gerados pelo estabele-
eimento do Yndice de Atividade Enzimdtica, discutido no item S.1.2,
extabeleceu~se a diferenga de diametros (di@metro do halo-diametro

da coldniar. O método se mostrou plenamente satisfabtdrio, distri-
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buindo as linhagens de acordo com a capacidade real de promogao de
acfo enzimatica por drea. A tabela 11, por exemplo, mostra que as
linhagens Y9 e B/vi foram separadas drasticanente quanto a produgso
de enzimaz proteoliticas, a primeira sendo encarada como “excelen-~
te"  produtora, e a segunda muito fraca”. O I.ALE. colocava estas

linhagens estatisticamente muito praximas (tabela 5 e Tigura 9.

Além disso, o método sugere um sistema de compensacifo  na
biossintese das enzimas estudadas, pois quando todas as  linhagens
analisadas, gquanto @ produciio de todas as enzimas ap mesmo tempo,
estatisticamente nao se mostraram significativamente diferentes ao
nivel de 5% no teste de KRUSKAL-WALLTS (NEGRILILLO, 1983, ou  sejwn,
nernhuma linhagem se destacou por produrir em grande proporcio todos
ot guatro grupos de enzimas analisados. Este sistema de compensacio
Ja  foi relatado por S808A GOMES & ALVES gue constaram em  1inhagens
de M. anisopliae, correlagao positiva entre atividades amilolitica
e proteolitica ao mesmo tempo que ver ificaram correlagio negativa

entre atividade lipolitica ¢ atividades amilolitica e proteolitica.

5.2. Sobrevivéncia ao Ultravioleta
s efeitos da Tuz ultravioleta gquanto a capacidade muts-

génica e agao germicida ja Toram razoavelmente explorados (HOLLI-

DAY 19650, & Toram bhen sucedidas as tentativas de uwtilizagao do
4
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eV, para produgio de mubtantes & na determinacgao da  sensibilidade
das linhagens de M. anisopliae (AZEVEDD et al, 19841; CORREA, 1982,

ARRALS DE MATOS, 198325 LUNA, 1983).

As curvas determinadas neste trabalho apresentaram o mes—
mo  padrio exponencial anteriormente verifticado. Nao Toi possivel
estabelecer relagio entre variedade ¢ resposta como F8x LUNA (i9g5
inciusive sugerindo poliplaidia para a linkhagem M (major) que apre-—

sentouw curva de perfil descont inuo.

A zmnalise dps dados que estao contidos nos gratfices 3, 4,
5, & e 7 e tubela 15, permitem concluir gue as curvas de  sobrevi-
vencia & lux ultravioleta apresentam variabilidade, contudo, ocorre

a formagio de uma faixa onde estdo contidaz a maioria delas.

Nao Toi possivel o estabelecimento de nenhum tipo de cor-
relacio entre linbhagens e elementos utilizados, para caracteriza-
cao, entretanto, daas linhagens que mostraram—-se bastante sensiveis
ao UuV., & 23 & a 40, apresentaram dificuldades de esporulagic du-
rante os experimentos, sendo gue a linhagem 23 entrou em estado de

senilidade irreversivel, nfo senhdo possivel & realizagio de bioen—

SARIO COom a meEsma.
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Notou-~se também aur a» duas linhagens mais resistentes
faoram isoladas no Rio de Janeiro & que entre as mais Sensiveis, en-
contram—se duas linhagens polonesas. Pordm, o ndmero de linhagens
eotucdadas foi considerada peqgueno para o estabelecimento deste tipo

de paralelo.

0s wvalores de LD®Y calculados para a linhagem E9  estdo
Tigeiramnente diferentes dagueles obtidos par SILVA (1985) & ARRAIS
DE  HMATDS (1983). Estas pequenas diferencas podem ser atriburidas &
intensidade de emissio de radiagan, oun a dist@ncia entre =a ﬁuépenm
sA0 de coni{dios, a fonte de lux ultravioleta e o metodo de determi-
nagio. Nao foi detectada qualgquer correlagao entre viruléncia e re-

simténecia ao ultravioleta ao Tinal deste trabalho.

5.3. Tamanho de conidio

Com base nos dados contidos nas tabelas 16 e 17 em rela—

¢cEn ao comprimento e largura de conidios de cada linhagem @nalisa-
da, pode-se concluir gue os resultados estdo de acordo com oz obti-

dos  por  JOHNSTON, 4945 TINLINE et al, {974 AZEVEDO & MESSIAS,

{981 & ARRAIS DE MATOS, 4983. & verificagio do tamanho dos conidios
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destas linhagens € importantissima na avaliagio geral do desempenho
degtas 45 linbhagens, visto gue, ja Toi sugerida € discutida a rela-
¢Ro entre tamanho de conidios e a patogenicidade & insetos (RIBA et
al, 1985 FARGUES et al, 19764; FERRON et =wl, 1%72; ROSATO et =1,

1984, SILVa et al, 1982

TERRON et al (i972) acredita existirem implicagies Tisio-
ldgicas bastante importantes na relagiio patdgeno hospedeiro, que
determinam respostas diferentes dependendo da variedade de M. ani-
sopliae envolvida. Talvez, ainda, acontega simnplesmente um “precon-
dicionamento” de uma determinada linhagem (minor ou major) contra

um determinado hospedeivro LATCH (19760 .

De gualquer Torma, as duas linhagens major (5 & 47 utili-
radas neste trabalho, mostraram uma menor virulécia em relag8o & un

grande numero das linhagens estudadas (tabela 263,

An diterengas entre as linhagens em relacio ao comprimen-
ta e largura podem ser melhor vizualizadas através do grafico 8,
onde os retiangulos estio centrados nos pontos das médias obtidas,

sendo of lados equivalentes aos desvios padirtes de 200 medidas.
A distribuicio das linhagens mostra, ainda, a factibili-

dade do método na separagido das linhagens, bem como o enquadramento

das mesmas has variedades minor e mador (TINLINE, 19741,
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5.4. Padrio de germinagao, viabilidade, produgao de esporos € cres-

cimento radial

5. 4.1. Crescimento Radial e produgio de esporos.

£ possivel notar, através das tabelas 23 & 24 e Tiguras
0 e 43, a existéncia de diferentes padrioes de evolugio de cresci-
mento radinl das linhagens, que revelam também, diferencas na habi-
lidade de exploracgio dos meios minimo e completo, ressaltando-se  a
dificuldade de crescimento em meio minimo apresentadza pelos mutan-—
tez Y95 e BAvi, contirmando a auwxotroalia das duas 1linhagensz.

0 crescimento radial apresenta uam importante parametro,
utilizado na avaliagio de efeitos de drogas & outros fFatores oque
afetan o crescimento de Ffungos (CAMARGD, 1986¢; SHERLOCK & GUITTON,
£1982). Quando os valores de evolugio dos diametros em diferentes
meins (tabelas 23 e 247 foram analisados conjuntamente com os valo-
Fes de produgio de esporos (tabela 214), nac foi verificada correla-

30 entre diametro de coldnia € numero de esporcs.
& linhagem 23, por exemplo, gue {igura entre 06 qgue apre-

sentam maior diametro doarante tods a analise de evolugdo €, ssgura-

mente, n pior produtora de esporas do grupo avaliado (tabela 217.
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5_ 4,2, Viabilidade & Padrio de germinagio

Como era esperado (ARRATIS DE MATOS, 49832), a grande mzaio-
ria das linhagens apresentou gerninacio superior a 90%, apds 14 ho-
ras de incubacio, sendo os 100% atingidos a partir deste tempo, até
24 haras. Entretanto, as linhagens i'e U mostiraram taxas de  germi-

nagaon bastante inferiores ang observadas para as odtras, somente

atingindo wvalores praximos a 100X, apds 48 horas de  incubagdo. A

germinagio rapida Ja foi descrita como sendo caracteristica de 1i-
nhagens hipervirulentas (AL-ATDROODS & RIOBERTS, 1978) sendo contir-

macda pelos dados aqui apregentados.

g interessante notar que e€ssas duas 1t imas Iinhag@ns i
tadoas =cag da variedade major e mais uma ver apresentaram caracte-
risticas bastante especiais. Estes resultados parecem jndicar Hma

maioyr dependéncia dessas duas linhagens a certas condigries.

Reconhecidamente, o tempo de germinagao entre as  linha-
gens varia (LUNA, 1985) e isto vem em decorréncia de alguns deter-
minantes. PEKRUL et w1 (419279) sugerem rvelagio de aspectos fisicos
e quimicos que interagem diretamenté com 0 processo de germinacio

do inseto envolvendo fatores estimulantes e inibitarios.
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Alguns destes fatores Jjad estfo razoavelmente estudados,
como: luz ultravioleta (CORREA, 1982), toxinas antifung icas (DILLON

& CHARNLEY, 198%), componentes do meio (SANTOS, 1978).

Analogamente ao que tem sido desenvolvido para fFitopato-
agenos (YODER & TURGEON, 1985), o caminho percorrido pela hifta sabre
o inseto, 0s mecanismos de orientagao, os fatores que determinam a
continuidade ou o blogueio da infecedo precisam ser melhor emplora-

dos no caso de entomopatdgencos.

Quanto ao padrao de germinacao, os dados citoldgicos das
linhagens por LUNA (1985 e TINLINE (1974 confirmam os reasultados

obht idos durante este trabalho.

LUNA  (1985) observou que apenas uma das oito linhagens
utilizadas por ela apresentava, entre outros padribes, a emissio de
tiubo germinat ivo n&o polar, caracterizada pela germinacio na regiso
mediana da celula. Coincidentemente, esta linhagem pertencia a va-
riedade major, € as duas apontadas neste trabalhko como poscuido—
ras de padrdo semelhante também pertencem & variedade major

(tabela 19).
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fis diferengas no comportamento germinat ivo necessitam  de
estudos mais apurados e, poderio fornecer dados importantes para
exwplicar ditferencas de patogenicidade e viruléncia verificadas en-
tre linhagens major & minor, discutidas por varios autores (FERRON

et al, L1972 LATCH, 19746 RIBA et al, 1983).

5.5. Binensaios

5.5.4. Tempo Letal (LTS59) e atividade enzimatica

Guando Toi veriticada & ocorréncia de correlagho entre os
valores de LTS® com cada uma das atividades enzimaticas estudadas,
nenhum valor significativo foi encontrado. Estes resultados apontam
para um possivel mascaramento de diferengas quando um grupo hetero-
géneo de linkhagens € analisado, no caso deste trabalho composto por
var iedades diferentes, mutantes com de#iciéncfas nutricionais € 1i-

nhagens com diferengas na producao de esporos.

Segundo YODER (198%), patdgenos devem ser suficientemente
'domamticadoﬁ' para permitir uma manipulagfo eficiente a nivel de
laboratdario ja gue linhagens, tal e dual 230 isoladas da natureza,
apresentam-se muito variaveis € imprevisiveis para cuidadosos tra-

balhos experimentais.
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Desta maneira, & heterogeneidade acaba colocando a ativi-
dade enzrimatica na condigio de mais um indicador de viruléncia en-
tre outros tantos envolvidos no processo de reconhecimento e colo-

nizacao do hospedeiro.

GOSa GOMEZ & ALVES (i983) nio conseguiram encontrar  cor-
relagio entre atividade enzimdtica e viruléncia, trabalhando com £2
izolados de M. anisopliae de diferentes localidades brasileiras. A
impossibilidade do estabelecimento de correlaciic também € relatadz
por outros trabalhos (PEKRUL & GRULA, 1979 CHAMPLIN et al, 1981,
A correlacio positiva entre producio de algumas enzimas € virulén-
coia, tem sido encontrada em grupos de linhagens wmais homogéneos.
PARTS & FERRON (497%) mostraram que 1@ mutantes de Beauveria bas-—
siana lipase-negativos oriundos de lTinhagens lipase-positiva wiry-
lentas eram avirulentos, 1gualmente observado para linhagens lipa-
se-negal [vas isoladas da natureza. Foi observado tambédm que 2 mu-
tantes morfoldgicos e 4 mutantes auxotraficas lipase-positivos
apresentavan—se aviralentos. Os autores indicam & provavel ligagan
entre viruléncia ¢ o carater lipase-negativo previamente determina~

cdciw
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& hipdtese mais razodvel parz ese caso € os mutantes pos-
gipiren a habilidade de passar atraves da cidticula, mas serem defi-
cientes em um ou mais Jdos ProCessos que subsequentemente permitem w
multiplicagdo no hospedeiro. AL-AIDRODS & SEIFERT (1980) seleciona-
ram mutantes de uma linhagem selvagen de M. anisopliae, 0% quais
Toram alterados guanto @ habilidade de degradagio de amido, gelatj-
na o leitte. Us mutantes foram testados guanto 3 virgl@ncia ao mog-
guito Culex pipiens: ao final, os autores verificaram ligagfio entre
degradagdo de polissacar (deos e virulénocia. SILVA & MESSIAS (1985,
trabalhando com mutantes exoenzimat icos & seus revertentes, encon-
traram correlagdo positiva entre as atividades enzimdticas lipoli-

Viras @ amiloliticas @ wvirwl@ncia.

SGeparando as  linhagens utilizadas neste trabalho em 3

grupog, btemos | varisdades anisopliae, variedades major e mutantes.

- no  grupo de linhagens da variedade anisopliae, composto poar 10
linhagens, ndo Toi encontrada correlagio entre viruléncia e atj-
vidade de producio de enzimas.

- fAg duas linhagens major, em geral, {foram caornsideradas de naoc boa
viruléncia apresentando fraca produgio ¢e enzimas, quando compa-
Fadas as outras linhagens.

- Frtre os mutantes, a linhagem B/vi; para a qual ndo Toi detectada
atividade quitinolitica "in vitro™, apresentou LTS59 mais alto gue
o da linkagem Y3, onde Toi demonstrada atividade normal das  guoa-

tro ensimas estudadas.
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Outra observacgio digna de nota € o estado de senescéncia
que  apresentou a linhagem 23 ao final do trabalho, com produgan
nae detectavel das enzimas amiloliticas, lipoliticas € proteoli-

Ligaga

Em verdade, este trabalho mostra que tanto as publicagies
onde nEo foi possivel verificar correlagio entre atividade enzi-
mativca e virul@necia, quanto aqueles onde foi observada parecem
nao representar antagonismo ou excludéncia, pois podem estar  ex-
pressando simplesmente uma maior ol menor homogeneidade na amos-

tra analisads.
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6.

CONCLUSSBES

0 indice de atividade enzimatica (I.A.E), calculado a partir da r

lacGo:diametro da colldmiathalo de degrada¢do / diametro coldnia

nao foi considerada um meioc seguro para a analise do potencial d:

linhagens estudadas neste trabalho. Optou-se pela diterenga de o

petros (didmetro da coldnia+thalo de degradaglo - diametro coldnia

como meio alternativo.

NRo foi possivel a compara¢io das linhagens com relagio a produ-

¢io de enzimas em concentragdes diferentes de substrato, devido 3

auséncia de correlaclo linear de resposta.

Foi detectada durante os testes enzimdticos, correlagiio negativa
para produ¢cio de enzimas proteoliticas € lipoliticas e positiva

para proteoliticas € quitinoliticas.

N80 se verificou correlaglo entre resisténcia a luz ultravioleta

€ viruléncia, nem entre didmetro de coldnia € esporulacio.

Constatou-se que as 2 linhagens major apresentam tempo € padrio

de serminagio de esporos diferenciados.

N3o foi verificada correlaglo entre atividade de enzimas ¢ viru-

1éncia quando foram analisadas todas as linhagens submetidas aos

bioensaios.



7. RESUMD

Este trabalho foi realizado com o objetivo de tragcar o
pertil de um grupo de linhagens de Metarhizium anisoplias oriundas
do hanco de gernoplaswma pertencente ao Departamento de Genetica o
Evnlucan  da  UNICAMP, e comparsr com dados obtidos em bioenssios

real izados  com nintas do vetor da doenga de Chagas Panstrongylus

megistus.

s estudos revelaram que 11 linhkagens do grupo pertenciam
& variedade minor, 2 & variedade mador € as duas restantes, Jd se
sabia, eram mubtantes wuroterdficos obtidos a partir da linhagem E9;
nenhuma correlacio com viruléncia foi encontrada quando analisou-se
g resultados de LTH50 com vrelacgRo a resisténcia & luz ultravioleta,
atjvidade enzimatica (amilolitica, lipolitica e proteoliticay e
crescimento radial. Notou—-se, entretanto, que as linhagens com  de-—
ficiéncia na produciio de uma ol mais e€nzimas apresentaram baixa Vi~
ruléncia em relagdo as outras. Detectou-se ainda, diferengas no

tempo € Torma de germinagio das linhagens da variedade major.

& ausencia de correlagio entre atividade enzimdtica & i~
ruléncia Toi encarada como sendo um indicador da heterogeneidade do

grupo estudado.



£. SUMMARY

19 ‘straince of Metarhizium anisopliae from = germoplasm
bunk of the Genetics and Eveolution Departament, UNICAMP, were caracke-—
rized on uwltraviolet reststance, enzimatic activity, radizal growth and

zsome other bioloaical amspects.

The resulte obtained durinag the caracterization were com—
pared with the data obtained in bioassays, which eacth strain was wuti-

lized against nymphs of Panstrongylus megistus.

The experiments pointed out 11 strains belonging to minor
var iety, 2 strains to maior variety and the remained, previously de-

termined, were autrotrophic mutants.

Ne correlation was founded between LTS8 to each caracte-

risticg'dgtermined, however, strains showing difficult to praduce one

or more enzymes presented low virulence.

Some differences were detected on the way of agermination

in major varieties.

The lack of correlation between enzimatic activity and wvi-
Fulence was thougth to be an indicator of the heterogeneity on  the

aroup analised.
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