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Figwra 1- Solfmais da liskeagen E9 de Mlianisoplias, cre=zcida

o MG, durante 1 semana a ZE8RC. . :
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4o.

Cont iNUAGCRO . =«

C-fAcho Geral: Inibicfo da transferéncia de energia da cadeia

respiratoria

Antimicina ATE
ywwida de sdédio ATP
Cianida de potassio aTe
OCGligomicina ATP
Piericidina | ATP
Pigcianina aTP
Rotenona : ATE
Rubratoxina B ATP ,

Rutamicina ATP



hy

cont iNUagRo ...

D-Acio Gerals inibicio da sintese de componentes da parede

celular.

Act inomicina RING
Cicloheximida RiNA, PRO
Cordicepina RN®A
Daunomiaiqa RMNA
V2—Deoxigluc05w DIa, DES, QUI
Flavomicina GLU
Gluconolactona - GLLU
L.ipopeptina GLU
Lomofungina RNa, GUT
Mikomicina QI
Neapept ina GlLU
Polioxina D QUI
Tricodermina PRC, QUT

Validamicinga GLU



b2

CONtIiNUAGAD . . -

£ Inibidores utilizados no presente trabalho
PO~ Alteracfo da pressao osmotica, podendo  causar StFGS%(/
memot ico

Fo— Inibicio da fosforilacao oxidativa

n

AG- Inibicio da sintese de Acidos grados

DNA- InibigBo da sintese de DNA

in

RNa~ Inibicio da sintese de RNA

PRO~ Inibigho da intese de proteinas

n

aTP- Inibicao de ATPases

It~ InibigRo de diacetilases

DES~ Inibi¢io de desaminases

GLU- Inibi¢8o da sintese de glucana

GUI- Inibigio da sintese de guitina
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J-MATERIAIS E METODOS

T

He1l- M.arntcapliae utilizadak
Foram whilizad: zz 1

=la abkbal

Garmonlash

Sereabica =

o
i

Evoluc®o de mdversidadse Eztadual de O




Ly

Tabalz Z- Lirbagsns de Moanisopliae obhtidas fo bamoo
de asrmoplazmas do Departamsnto de.Gendtica
= Evolugsdo da Univer=sidzads Ecstadual de

Campinss.

Linhiagem Varicdads Irnseto em gue Local
faoi isolada
EZ anizopliae Deoi=s flavopicta Esp.Santo
Vig aniscorplias Coledptera U.s.A.
Fearo anisorliae Decai= flavcocpicta E=sp.Santo
7 ma jor Coladptera Samoa \
id anisoplias R.Jarneiro
o4 aniizsoplias Coledptara U.Ss.A.
Urilizaram-=a também oz mutantez YS9, B/vi e H/vi (d=

mubarmters FR4pic—- & F84tia- (de F24) ¢ oz dipldides

' e T

m
W
"

DS & S Oz mutarmtes de E9 fForam obbidos por MESSIAS (1979
e o5 oe FE4  por LINELT & MESSIAS (12210 atravé:s: da ag&o da




L5

I, 2~ Meic: de cultura dsacdos
T4 Meio mirimo (M) (PONTECORVO et alii, S
e .
P N L e U I
R L= NN O A L=
s AV I I =
2 L NP f 7=
il s v s memamesssnensumensawna Wil
B et T T T I I G.0im
T N 10,03
I ooy w1 1 4 =
FUOE « & w v nos B @ 8w e s BB oD oE B u e AR Ew 4o g
MSauia O 1 (A
i sivshads para &, 5 Com o lugEo MadlH (IM?
o HOL O CENDY
SLm.Z- Meio mimimo 4 de levedidra (MRS
& 1000 ml de  meilo miodmog 0, 5o de
S, a3 Maio mimdimo 4+ Feptone (MMeF)
Foi & a 1000 ml de  meic mi;imos 2.0 a3 d=
praph OriE.
T4~ Meio mirinms + Cassinma (MM+D)
Foi acrescertado a 1000 mwl de meic onloimo, 1,53 de=



L6

oy

Ao S Medio mimimo 4+ Caselna + torma (MM C+HF)

[y
2

& 1000 ml de  meic mlndmo.

A.Z 6~ Maico mirmimo + E ez + Cazeina
(MM 400
Fed g 1000 ml de meio mimdimo, 0,59 de

a3 a3 o o . - R 1 -~ - - Pap— | O O
Fa. 2.7 Maico mimimo + o 4 levediira + [T =0l ¥

mElo miviimo. 0.%a  de

meio mimimo., 1.1

" = q - R T S R - Bl » - - e e -
U, Ieg O lavaedura & Z.04 de peptond.
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[
[Sa]
4]
L
~

(MC) (FONTECORVD et alii.

a 1000 ml e meio miciino:

Adicioreond -

e TP g £ =

=
o R T
RN [P o= WU | B

Wit EM IS T e e asuen=nws 1,Zml

Geoido muclisico de levedurs bi-

oo para £,98 ocom soluplBo de MeadliH

CINY

aor it~ Medio micimo 1dopaidoe (MMLD

N g e e e e Py — e . — e e W — oA ol - B AY
FPoroparaudo oom k=Y CodnEees L o do M B SR

e lavaedura

T

LR R Y

ot
i
=
0

Ccom & Mmesme consosicfo do MME (]
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L

ERREE

Tigui

1000, s

LN

LM

L8

2,715 Meio minmimo + 2% ode Melo completo ST LI

Foram Toanados 100ml de meio mimimo & adiciomados Z2ml

meEin completo.

ToTLtd- Meio mimimno liguwido + Glicerol

Fai acrezcentzds aliceral ac meio minimes Diguido para
concentragic Final de: Lo, e So0. 0 1000.00 =

0.,

oml/L.

L 1S Meio minimo liauids + Poliebilercoglicaol (40

Fod acrezcartado polistilenoglicol oo meEio mlmdmo
P For S o %% LR oot S S firal e 17e s SO0, 0
e 1 ':l/l-
AT iE- Meic minmimo 1lguido + om-Cresol
Fei acrescentado m-cresal ao o meic mlvamoe liguido para
crermerntraciio Fimal de: 0,5 1.0 F.0r o2 DU ml/l
L2177 Meio misimo Dlauido + &looozl +  Alouil-
Fata che sddic
Fmi acrescertado &lcool é&ter + aloguil-=sulfato de =ddio
meic mimime para  ume corcenbraesfo fimel des 10,0 S0, s
L0 300,0 g/l.
LT I8~ Meio mimimo liauido + Benzmerno
Foi acrescentads benzeno ac meic mlnino liguido pars

orcemtracso fimal de S0,0; 100,03 200,0: = 1000,0 ml/1l.



RE I =

para

brardno-mar i

Meio mimimo l1iguids

Fol acrescentado clorofdrmic so meic minims,
Lina corcerntrac®s fimal des 1.0 2,0 5,0 e 10,0

miridimo 1daguido + Ciclo

Foi acrescentado cicloheximida ao

LI il

+ Clarofiemio

e 1l cda

F.d- Soluches amnpraegadas

2,301~ de vitaminas
Froido mloobdrmico. e s i e h e m e e . T
Acido pramionobenEd i co. e e e e e L0, Oig
D A i T o P 1 e {11

B T IO & ¥ e

il LBV i i8ia v v o v v e e mn oo nmuneeea L0, Ong
T iEMIrIB e o s o s eneansennessnnsessen i, 0o
fGata deztilada ezterilizsada. .. 100, Oml

A sclug8o Foi guardadas em Frasoo @sSoulero P

zobre clorofdrmio depois de  ther  =Zido aouiseci

& AN T 1% mirhos.

ul

ml/1l.
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TWeEetT Hi e s wes onuosumsunanoenannsss Lalml

oaun destiladae . e e ceenseanansa @7, 7ml

itac%o & =olug&o
PN PO | . g B | eeqligy
Auiarth 1o i T

I»

audtos lavados, Foranm

Solusgo de MNalH i

MalMH. o s e e e s e s

foi distribulda  en tubos  d

it

& zeguir os hubos foram

A

ervados & btemoersatidra ambienta.

.t

u m
= =
e
pe

B PR~

S Ao I SRS W £ § B R T/ Y

emmeratura anbiaenta.

Pl =4 w
S o I N1

wawamw s 10 mY

~=mnpEerabura anbilente.
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= yvelooidadse dooar de 0,4% m/=z) 2 pesados (aphs 2,
4. 5 = 7 horas) . subsequentemnsnte Ccologadoz em e=ztufa

S AU, -y — - - <y 00y — e - e — . I - - - — a3
{temnperatura e 7070 = tambdmnm pesadoz fapt= 1. 2, 2 = 21
FBoraz). 8 =seauir calculou-ze & quantidacs  de dgus perdida

[

o Haerminasio de comlidicos

ioE dasz lirmhagsens E2 FPearo ocrescidos  am MW

it

SR0 foram imoculados em MM, M. MMEE, MPML.

ML & MML+E = varificada sua aqgerminac®co em microsoihpio Sm
diverzoz Lempos o ovaeriticads o hemnps micnimo em gue S5
doz comldics germinam. Semecd-ze  varias concentracifies  de

conldics {10= & 107/ml) ros mzios Tdguido=s (ML, MCL.,

MML+ED Eatr & g cheservar LbambdEm algum  possivel efeito

i

initbhidor. O condldioz eran agitados & temperaturs ambientbe.
fz comildicos  zemeados em meics sdlidos (ME, M. MM+E) . foram
ircubados emnm  =ztafa = . FPara & contagemn dos comidios
geriminsadns em meaio =hlido, &=z placeacs SR abasrtas
diretamernte  sob o microscdapio. Fara o meilo Tiguido,
pipstava-=Z& & colocava-ze & gobta sobre a l&mina = chservava-

¥
ze& Lbambem o microzcépic. Considerava-se germinads o comidio

crjo tubs germinativo era igual ouw maior ao préaprio conidio.
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=00, 0 1aan, 0 ml/ 1),
[
pel =g sk P00, 0y E0an. 0 @/ 1.

mls1lY,

cormbaerndo Ml Cerca de

EE v L en de MM A=

o prévio com meocreszol (50

Aediz 16 horas, az Elacaz Foram

@ oogn adllie lura & alga de ool asXo.,

de 4 microcolé&mias em iiam  tubos
gzrminativez maltislos, foram retiradas = irpzuladas

= e

e e . .
indivighualne MM irnclinmado. Apdis wuma

o cormidics foram colhidos

=10 =0 = il ad
21y = aphs 18 Faras,
SHAM L < rlacas eram  aoeriaz 2

‘i i mEdo s 100
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da= linbagesnzs EP,

produricdos em MO duwrants S o dias &
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amirados QUanto

M. =ab agitacdo,

i

- . e
Fforam avaliados [ {age Cien S = A horas.

q i - = g = e -y Sz

Foram sfetuadas medidas oo Compr LmeE e largurz. dados




doo compr inerto e la LA & i comldios da
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Nz cosfimientes de correlacdc  entre o Comprimento &
it & dos  coemdldios Foram: T=0, c=-, 1604 (Fig&o  hodve

FelasEods T=4 (HZ0) ., c=0,4753 s T=4(MCLY, C= L BE z
Heoy, ~==0,4122 & T=&MOL), o=0,21&7.
Comziderando-ze & relaglo supsrficie / evolums (55/1005'
cLlou-se o voldme  dos cormddios, Swlos o ="t



Tabela 4- Voalums P = conldios  da 1imdwaoemn Feqro de
M.anisosliae o Lempo Zero e depoizs de incubados

em HID e MIL por 4 2 £ horai. dados ST IR

HZ0 ML =0 ML

oL R Z4, B4 Z0 3EL,T1 3,31
T 21.20 =3 36, %1 LI
i, 2N 20;30 41 NI Hl.20
a1, 20 36, 51 g 1, 20 4%, 93
E9;12 TE T =1y AE.51 36, T
24;95 43, 65 =1 47,33 JECNR |
RN LG E5 3651 I h
S0, S0 46, 51 Z0 o0, & 26,51
=1 e T =0 432,65 43, 62
=T 24, 96 T, S 36,51 1, 20
T4, PE 26, 51 A6, 51 4%, 68 43, 68
31;29 3@;51 T, i, 2 36,51
P L a0 473, &5 6L, T SR, 25
H L 20 SE,.51 26,51 26,51 G, 93
1, o0 47, £ T, 0 36,51 36,51
et =0, 20 AELD H1L 20 HEL 51
= a6, 51 e T =ty 31,24 Fi.Z20
= 1L 0 35,5 HE L, S 36,51
= 47, 65 A3, I 31,20 36,51
- e =1y 31,20 31,20 26,51
IE 47, 68 36,51 26, 51

=i S0, Ea 24,58 A5, Tl

1] 3i. 20 3E,51 3&, 51

49,33 1A, 64 G&, 37

36,51 as, 51 41 .60

& seodir Tol : de wume  andlize estatistica  da
o de volume ooz conidies mos diversos tratamentos,
i = s

P st WO W3 reszultado encortram ha




Tabelzs S-  ARdlize de varifgcia Jdo o volums de comldios da

lirhagosnm Fegre o= M.anisopliae o tempoz Zero, 4

in

2 & boras =m HZO MZL (apd:zs tranzsformacic en vg )

Volumes

Rezdduo

Fovi—ze & média dos voalumss  dos corndldicos

utilizands o Leste Tubkey, & tabela &.
Taksela &6- Comparacio daz médizgs  do volums de da

masma lebra mE8s difersm enbre =1 ao

Fiivel de BX de

£
.
ol
3
i
L]

.
T
i
pot
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Caleulon~ze a 2 seaudir a porcestaden de aumento ocoreido

em cada tratamento. O cemzgltados =obre o volume  sshES

it

Tabsla 7-  Forcentaasm de  aumento oo ovolums o medico O
3= da limbaasm FPegrc de M.anlisopliae

az =m HZD = MOl medidos 2m

Maio Hzn H. 0 ML
20, 40 24,527 0,02
iw. &4 37,00 7,23 57,50
& respeito  da aguantidade de dgua em conldicos colocados

la =

v

laminar = sztufa . o= resultados ezt&o ma tab




Tabela 8- FPorcemtagsm e 2gua IR comldios  de
4 lirhagens de M.anicsopliae colocados aem Fluxa
laminar f(a tenmperatura de 2270 2 velo:idaae o ar

de 1,45 m\z) e aeztufa (& 19T . O dados aue &

=zt indicados =n porcentagen, =EC en miliaramazs.

EZ 70 £l TE4 DE4 Z84 51,43
Vis 0 SO0 - 2ED 5 2eD 43.7%
Fearoc TE 300 = 264 ZE4 0 ZE4 47.37
7 72 30 CEE eSS 265 265 4z &1
conbindac®o. .. Pazo e estufa Farda

E9 S e P
vi4 eI g 3]
Pegra S 261 S
7 26l AP &

R=Recipisttes C=Conmidioz E=Eztiifa

Com refer@&mcia  ao crezcimermto de coléniaz am diversos
q
meios de cCuelturza. o= resuyltados ezt&o naz tabelas & =equir.



2ifaeramtes durante & diasz. medidss em cenblmetros.

3 § B — = - W R~
E> 1, P 2.7 P -
o4 - - = = D

1.7 e . PERRNGT e

7 1.7 2.3 e 1.3 2.0
1.5 2.3 1,6 1.9 5
Vig 1.3 1.3 .53 ) 1.5
i.3 1.3 i.2 i.5 i.7

Fearo ia 2.0 2. 2Lk
i, P A, 0 2.7

P - 4 - - T R
EZ e e g P 4
PR wa ke i e

-7 “a 5" e  ovogl s = 7y gy
I w o al PR ala et
~ e o = =

a ol <l oAl aloa ol alom ot

- = oy g

Vvid .7 R g PR
1.4 1. L L 1.

FPogro S0 Za

o
o+
i
g
1
—
i

o T e

- e T4 - - - -
Fold reaslizadsa uma anma

BOTETir.
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Tabela 10- Anadlise de variancia para o tamanho de colébnias
de 4 linhagens de M.aniscoplize, crescidas a 28%C

em 9 meios diferentes durante 6 dias.

Causas de variagéo GL 5Q QM F
Meios 8 9,5804 1,1975 32,080%
Linhagens 3 6,0811 2,0270 55,840%¥
Meios X Linhagens 24 1,4634 0,0610 1,680
Meiog,Linhagens 35 17,1249 . 0,4893 13,479%*
Resilduo 36 1,3050 0,0363

Total 71 18,4299

** gignificativo ao nivel de 1%

Como a interagdo 1linhagens ¥ meios ndo é&
significativa, o esquema de analise modificado na tabela 11
da pagina 65, indicando que as linhagens se comportaram de

maneira diferente em relacdo aos meios , fica sem efeito.
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Tabela 11- Arilize de varidgncis {(modificada) para o Lamarko

de colfmias de 4 lirthaasnz oe Moanisoplias,

o~
=

crescidaz & ZEC em F meics difzrentes durante &

Meicz o, lickhagem E9 = Z.11 0, 26 d, 30
Meios d. lirnhagen 7 = .20 0.1% 1.8z
Aeios . Linbagen V14 = 1.14 1,14 1.7%
jmics ol limkaosm Feoro & o, ., as G, mkE

# migrificative ao rnivel de 5%
¥tz ignificative ao nivel de 14

Maz tabslaz a Seaulr enconbram-ze as oomparagsesz feitasz
erhre &z medias oo tamarnbn de coldmilias conmsiderando-zse a=z
3 N oy - e e aem - - - g - o . e —_ wd
Lirfagers & 0E melos e cuilhuira, tilizando-=2 o haeste de
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Tabezla 12- Comparac®c das médiazs do famanbhn de colérnias de 4

limbhzasrns de Mlianisopliae =m 3 meics de culiura

-J
Lt S DI V)
e )1
LR Y]
oo

T

Y
a2

(1)Valores sSeqQulildo

=1RE1
Fivel de 5% de probebilidacs.

& oderm.=. . pelo teste de Tukey &o mivel de IS4 de



Tabela 13- Comparasfc  da média do tamanbho de ooldniaz em 9

meics oo culbura de 4 limkiagens de Moianisopliae

crescidas & 220 durante & dias=s.

do tamarlo de 8 coldniszs, em oom (1)

M+ O+ 4,02 b
e e SR &=
{1)Valorae=s CE MESna letra mEo diferem snibre =1 &ac
Flvel de 5% ode prokabillidade.
& d.om.E. . pelo Teste de Tuksy ao nlvel de ZH de
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L2 Eerminac&So de conidios

Procurod-=e verificar o tempo  minimeo em que 85K dos

comldicos germimam & chamoa-se w= imentozs Foramn

[x%
m
-
oy
3
P
i
Iy

reznlizados com  az limkbaasens E9 & FPegro em b, MO e MM+ E .
rarmte =dlideos come llguidos. O meics liguidos estiveram z ol
ia=s concertr 5-55 e

nperatura anbilaente  am var

m

zaaitazdc & L

comldics. O meios =4lidos foram ircubados & 28 De temnmpoz

@ Laenpos olservoal-Ss &E porcentagens de ShE Il raEE R0
comformre metodologia  2.S. D= resultados == snconbram nes
rabelas Al & AF4 mo apthdice e resunidamente ne tabela 14,

Tabela 14- Tempo minimo de germinas8o (TEm) de conddios das

3 = Pegro, de M.anisopliae =m MM MO =

MM+E. tanto =41idos  ooms’ linuwido=s, dados em
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4,3~ Inmibkig&o da germinasc&o de comldios

tado

ot

4]
(L
1

s resiil

Az imibicE&~s  =e ernconbram ez taboslazs a

zequir = foram cobtidoz ssawndo metodolo

nia Z.&. Naz babelas,

iomifica gue oz conldiss foram lavados e foram imoculados

r
1]

am mEeic mimims =em o imibidor, & I zignifica gue oz comlidios

oohiveram =in presernca oo irnibidor.
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Tabela 15- FPorcerntagen de asrmiteas8o de conldioz da lichaaen

FPegro de Moanisopliae em MML+GElicerol (235 ml/)

tempaetratura ambisnhe zob agitacd®o om diverzozs

£
=
=

tempos.

0, O o, 00 G, o0 .00 (IR IE

a.10 o, o Ll 0,
O, 0 n.is 0,01 L, 0l 0,

[
[

i

RO IR I s VI § I OO Y

O, 0= U R 0,10 0,05 .

.10 o .10 n.in
1 0,21 o .al L, Z1
” 0, 7= i .00 i, 7
=0 U i 1.00 1.0

0]

A imilbddor L= levado apd=z = hora

-t - B T B
TSudaE LimE& atrad

|+
]
r
i
ot
Iy

& conforme &

’r
v
i
fi
t
b
k|
i
i
i
ut
ot
ﬁl
o
-
it
t‘f

n
L
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Tabzla 16- Ar&lize de varifgcis da germinacio de conddio=s da

limbhacagenm Pegro de M.anisopliae =m MML + Gliceraol

e DT . -

vz hrarmsformasEc am aroo Serd

#E az milvel de 1X

0 estudo comparativo  das méadizz  da porcentaoen de
gerninagic de Conidics da lirkiaosn Fegro  aem MML+GE1LiCcseo]
Foi Faeito abravées do Teshte de Tuksy, cuics resulitados 2zL8o
e habela & zogulr.



an diVeErzos

- vee 3o e of T e L - - e rer
s T oy IS (=3

emnpos (1)

=
=
-

iy Vel seouidos o

LA

Frlvel de probain
— , . .
Teste de Tidbay ao miveld e P I
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Tab=la 13- PForcentaasn  de  germinac®o de  comilidiocs da

.

lirbhagem E% de M.anisopliae =mn MML+GElicerol
(235 ml/1) & temperabura anbismte =ob agiltagfo
emnm diverzos Lempos.
bt L2 L 24,

e O.03 [N g, 00 o, 0n O, 00 0,00
K R 0,00 I .00 0, on .00
= 0, 0= Ci, 30 n.a3 .00 o, o LoD
= RN O, ol .04 0, o 0, 00 0,00
= nLiw 0, 0x 0.1 I 0,03 .03
1z 0,60 . in 0, &0 RN 0, 1% 0,10
=y .00 o, 7 1,00 i,00 1,00 0,72
30 i, o0 0. 1,00 i, 00 1,00 1.00
I= em preserya do . inibador L= lavado apds = horas

conTorms &

T
0
pte
i
fil
s
bt
g
i
(a8
w
.
3
6
f1
A
ot
i
i



Tabela 19- Amilize de varidncis da asrminae®
limFazgen E5 de Mianisoplias
miNl & temperatura ambient
diverscs Lempos {amds trams
radianocs

oes e verimems & s

meios = =0

Temsos 7 1E,00

Resdduo 35 ., =2

teeal a7 iea7m

;;~;;gﬂificativo a;—ﬂivel—de ;; ———————

2.

0 estuds  comparative das médias
e o, por i g e o OO ] U - e pee T o s fe am cem em g oo
SEFMlnaieaa Gz conlidicos da llhhmgcm o

]

faito cdo Tesh el B0 B34

Tutkey .,

it
g

atrav

=z

iy

&=

(=i

[

da

de conidios

MML+Elicerol
azitas&o

2 &rCo S

2,23
0, 0o

da [l et~ o 4

am MM+GElicerol



Tabela Z0- Comparag&s da=s médias da porcentaasmn e
Sermlmass & ez ~omddios da lirteamern E?  de

M.anrnisorliae =10 MM+ Glicerol (235 mlynl &

temperatiilr s ambisihte =ob agitag®o em diver=szos
Lempos {apdz  btrarmsformnac&o =) arco SeErud

i i,
MM+ T (L=2k) 0,
P+ I (L =5k}

Drac R sun B x|

de Tukey ao rmlvel cde SX de

probabilidade fol de 0,15,



Porcerntaogsmn

it

limhieasn Pegro de

(172 as/l)

M.arnizscopliae

O

MML +

(=411

comldios

G, O

LN 4 b

T

[P S e
RN R

i

=zob azmitacadc em diver
i / M mhis+ T i+ I
L 2k
g} octad
. 0, 00 0,00
o, .00 o.01
I o, 0%
P L G, 0x
. R e 0,049
HEIR 0.2 0., 632
i .71 1.00
1,00 1.00 1. 00
= @m presernps oo imibkidor
Foil realirzada umna arndlize =
2L r

(O

[P

& temperabura
=z btempos.
MM+ I « M+ T
e L=k
N 0. 00
EREN 0, 0
L 0.0
RN o,
4 o,
B .71
REEY! 1,00
L O 1,00
L= lavado apds

O T e

w

ot

ot

il

»

0,00
.00

o, 00

11

?

(LR

.21
1.00

i
ot
m



77

 da porcerhagen de gsrminasdo

Tabela ZZ- Andlize de varifmois

=

corildios da linkeagem Pearoc de Mianisopliae er

3 .
L~

ML+Polistilenoelical (172 2MN1o. & temperatura

X

ambiente =ob agitagEo em diver=sos Lempos (apds
O S T R - A - e e - - - g e pene
trarmsfor My S Ao SRS Fadlatios)

Meios .43 0. oo =, 71
Tempos tE.03 =, 55 153, 25+
Fesilduo £, &S 0,017
fetal 7 ismae
b migmificative so mlvel de 1%

O estuds comparativo das medisas da porcentagemn de
SEF IR L TR S A comldios & 1irmbhiaasn Fegro =T
ML +FPolistilenoglicol, foi Feito abtraves do Teste de Tukey,
cuices resdlitados est&o & Sequir. |



Tabela das medias da
- - 5 g e BT —- — - b P
SErMInaC D e comicdioz dae 1ichagosm

em MML+Polistilernoali

& temparatura ambiente  sob aglitacfco emn diveirsos
tempos (apds btraecmsformac&o em 2roo ssno radiarnos)
Meioz Mol a de gsrminas&o em 2 tempozil)
i 0.
M+ I (L=280) 0.
Mm+TI (L =5k 0,
MM+ T (L. 3 0,
M+ I o,
MM+ T (L =24k o,
(1) Valores seauidos da mesma letrz n&o diferem entre i oao
4ivel de BX de probabilidade
& dom.=. . rela de Tukey  ao rmilwvesl de  BX de
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Tabela T4- FPorcestagsn de asrminas@o de conldics da 1lichagen
E3 de M.aniscopliae em MML + Folistilencglicol

=l agzibtag&o em

it

(1773/71) & temperatura ambisnt

+ I « M+ I M+ I
Sl L &k L Z4h

Tameo

= 0, 0, a0 0,00 O, 00 o, 0o g, 00
4 0o, 0z 0,00 0,0 0,00 0, an 0,00
ar’ .03 0., 0n 0, O G, 00 0, oo 0, o0
= I 0,00 o, 0w 0,0 .00 o.an
= b.1& .0l .41 0,3 .0l o, 0l
2 0,25 o, 0 0, I o,nz

-~
Dol
e

DY

0,97
1,00

a

i
-
-

Pow]
W
RN

b
N
]
)

[
3 2
Pl
T
e
"3
a0,
=
-t
'3
o
=
[
SR
D}

'

I= an prezssrps oo loibhidor L= lavado apdzs = horas

Foi realirada uma amdlizs eztatlshtica conforme a tabels

i
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porcentagen de QermninacsEo

MMl +Falietilenoalicol (172 axly E  temperatura
ambisente cob agitaco an diverszos tempoz {aphs

=] [2=4

B e

i

Bx]

f

-

il

it

F

significativao

|
1

&

ezhtuds  cCcomparativo  das midiazs da porcenbaasm =
BT ST o =1 comldios cla 1irmbaogemn E9 =11
MMl +Folietilenmoolicol, fol Ffaito atraves do Tezte de Tukay,

Pt B Ew )2

mh o oA=L I T

1

raesultado

iy



Tabsla ZE- Comparasad da= mendl & da poroemtagemn  de

w

aermiaglo de comidio=s da livhagem E9 e

M.anicopliae @m MML+Folistilerncolicol (172 alNl)y &

tenoerabudra  ambismbse  =ob aoitag&o em Jdiversoas
temmos =Y =Tw} tramsfarmagdo =20 Y et A -] T
.
radianos) .
Meics Madia da porcentagen de gorminasdo em 2 bempoz (1)
MM+ I (L=2k) 0,77&
Mo+ I (L=5k) . &2ah
et . alab
MM+ T (L 0L Seak
mm+T (1 0,40 =
mvi+ I .40 I
(1) Valores seouidos da mezma latra o diferem entre =1 &0
riivel de X de probebllidads
8 dom.Se s pelc Teste de  Tdksy & milvel de DY de
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Tabzla 27- Porcertaosmn de germinasgo de conldicos da 1inhaasmn
EY cle M.aniscopliae =m MML + m-Crescl {(0.5ml/1) &

tenperatura anbienbs =ob agitac&oc em  diversos

T =Tl
= 0,00 O, a0 0,00 O, a0 ooan
4 0,00 e, nn o, an o, on oL an
= 0,00 0, o, 00 0. a0 L, o
& 0,01 o, 0l L0l .01 0,01
= - O, 0S G.07 0. 05 , 405 0,05
iz 0,15 0,2 .23 1 I I
= i, 42 U 0, = 1.00 O, 42
=0 0,71 1,00 1 1.0 1.00
I= =m iribidor L= lavado apd= o as
Foi realirzada uma andlize estatiztica cornforme a tabasla
& oESoudir.
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wbela ZE- Arndlize de varidncia da porcentagsemn de germinsac&o

dee ceoonldicz da lishegsm E9 de Mianisopliase am

ML +m-Cresal (0.5 mlND) &  temnperatura  ambiemte

=iosh agitagsio = diversos tempos (apds
tram=fornacdo em arco serno radismos) .

o

o=
!Ll
3
A
S @
~J
jury
i bt g
)
X}
= ~J b
[
~J R
an |
Y
W
Lt

F

Total 47 14,32
#4 migrhificabtive ao mivel de 1X

0 eztude comparativo daz nadiaz da  porcenmtagsm de
asrminacso de  condidioz da livheasm E9 em MML+m-Crescol, fol

asthe de Tukev, cios resultados @2zhi3o a
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Tabaela 279- Comparacio da= mEdizs da porcaentagsen d=
t
S IRLIRE AT cormildios da 1lirkhiagsm E2 e
M.arnisorplize =m  MML+m-Cresol (0.9 mlsl) &
remEer 3hLe S amiaents =ob agibtacio am diverzos
aEmpns {apdz  hranmsformacic en &roo A =Talw]
radizrios) .

Il 0., 738
M+ I 0, 5Zals
MM+ I .94 I
i+ I .41 b
fritd+ T ¢ 0.737 b
MM+ T .27 b

(1) Valorsz zeguidos da mesns lebtra ndo diferem snbre =i &o
S o de prdbaixll idade
& doma=.., polo Teste de Tuksy =o mivel de DX de

probaizxi lidade foil de 0,21,



85

Forcentagen de germinsgfc de conldicz da 1inhageamn

Fearo de Mianisopliae em MML+m-Creszol (0,5ml/1) &

a  amnbismte =ob azitac®o em diversos

il

]

> 0,03 0,0 0,00 0, o0 0, oo
4 .05 O, 00 0, 00 0,00 0,100
= .11 o, 00 0,00 0, o O, 00
& 0,21 O, 00 o, o 0. 00 0,00
= 0,63 0,0 .10 o, 0z O, 0%
iz 0,a% LIS | 0.z 0, 3 0,21
=4 1,00 0,47 0,71 0, =9 0.47
3 i.00 0,79 0,97 1,00 1,00
I= em prezerwsa do. inibidor L= lavado apdz = horas

Paal

ica conforme a btabela

it
h]
o+
bl
l’f
e
i

cxlizada wma arnalize



e

lize

CCIF:ifjiCIE da 1id

ks

(0,5 mlnl)

= aaitac&o am o1 v
trarisformasin S arco e

Paegro de

£ S

R e
ZiE

tamperatura

86

varignecia da porcentagen de gsrminagsdo

M.anisopliae =m

amizisnhte

EIMEE (apdz

radiarnoz) .

ot

FErmirsg 8o

fei

Foi o

et

COIRE &Y e

dazs

te
<

lTimbiagen

Triboey

iaz  da
Pearo

A I e

Ere b by SR

e
am ML +m-Crasol,

resultados est&o



wzla 32— Comparasqo das madiaz da  porcentaosn e
serminae®&s de  condldicz da lirkhagem Pegro de

M.anisopliae =0 MM +m-Cresol (0,5 mlyl) &

las

emperatil
tempos { apm

radiamnos) .

i
=
oy}
Ind
i
=
T
]
n
~~
[rry

i

[}
4

L O N

"
y

§
ay

L
3]
T

1 Fom T e g e gem — PR - - e pone o . - - .
(1) Valores bwguldu: da mazma lebra Frex Z1 &
iivel de Z¥ de probabilidads.
Fal — . — — - T o —
DaifieSe pelo Teste e Trbay =] mdvel de 54 i



Tabela 23— FPorcentagen e aerminacsc  de oo

[ N

lirthaozen Pegro -anisopl

=]

dter + alauil-zulfato de =ddic {1
temnperatura  ambierte sob agitas8o

Lempos.

Maios / i M+ I M+ I Fmie I M+ 1
L2k v I

Tempozs

e L0l 0, 00 O, 00 O, a0 o, ao
4 0.0z o, 0] .01 G.al G,.01
= G.,02 0.0z 0. 05 0,0z o, 0z
£ 0,04 0,03 0,17 0, 00X 0,03
= O, 0& 0,03 0,21 0,03 0,0z
12 0,49 o, i , 70 .1= 0,13
24 1,00 U &4 1,00 1.00 oL.ms
a0 1,00 0.9 1,00 IR AR 1

I= aemn prezerca do inibidor L= 1

Fol realizada uma analize estatistica
2 omegulr.

E=41{]

conforme &

ML, + &loool

a/1:

Gilversos

0,00
0,01

lj‘v [
E 5 PN O

u
o~

]
"

o]

o
T
A

b

hzras



4= HrAdliz=e de vari&ncia da porcerntagen de gsrminac8o

-~
fis
i
it
—
Y
0o

de cormldicozs da linbeagem Fegaro de Mianicopliase  em

MWL +Alcoo]l ater+alaguil-zulfato de sddio (13,0

IN1) &  temsersturs ambi=rmte  sob soitac&o  =m
diversos Temnpos (apds btramsformacdo am aroo Ser

radisnos) .

Total 47

imnmiTicabtivo ao mlvel de 11X

in

O asstudo comparativo daz mddiaz da porcentagen de

germinasdo de  conidios da lirkaasn Pegro  em MML+&1 o]

loguil-=zulfate de =4dio, foi Ffeito abravées do Teste de



das medias b Fo porcentagen  de

et
it

germinscdEe  de oconldics da lirdagemnm Pegro de

M.anizopliae em MML+Alcool 2ter+alaguil-zsdl fato de

o P A (10 2N & temperatiira  ambisrhs =l

agitacqo am diversoz henmpoE {apdzs bramsTormac&Eo

.
e - R —e g = TSP [ e
S BP0 SE el 3aE) .

3 - s e e e o -
Madia da Dorosnt i

p . - PP S - e one ERAE SRR - nd o T e e e om s e o, - s -
y Valoraes Euguldui da mesna letra n@Ec difsrem enbre 21 ao

1
4
rlvel de SH o de probabzilidache

5 R e o e o, PO N — E - [~ -
B dem.Sae . pelo Tests e Tiakany =] Frlwvl e = e
probabdlidegss fol de o, 22,
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o

Talbela 36— FPorcenta de gserminacio de comldioz da limbaasm
E9 de M.anicsopliae =m MML + Alcool &ber + a&lguil
zigl fato de sddio (10 a/1) & temparatiira ambisnh
zob agitac®o am diversos benpoz

/ it M+ T M+ I MM+ T mMe I M+ I

L 2. L Sk L@k L Z24h.
Tampos

o [ O, 00 o, o 0,00 L0 oLnn
4 i, ool .01 G, 01 .0l .l
=, 0. 0.0 RN ey U . .oz
£ o, 0w o, 0,0z 0,0z G, 0.0z
= 0,27 0, 0,10 .10 i, 0,03

iz 0. m=m3 0. .53 G, =i 0, 0,1z

oA 1,00 o, 1.00 1.00 1. 0, a7

a0 1,00 i, 1.0n0 1,00 .00 1,00

I= am pressngs ao Inibidor L= lavado apo o an

i

i

alirada uma arnalis

it

1]

oy oy me

U]

&
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- ¥

1&m-ia da porcentagen de gsrmiltisgs&o

Tabzla 37- Armilisse o
de conldiocz da  livkheagen E9 de Mlianisopliae sm

fio (10 a\l)

-

ariln L 2mn diver=os

2 & TErD

tamnpos {apd

radianos) .

1

i
]
Ul
{jt
U]
CL
i
«
[
At
¥i
fe
l-~
jay]
r~

i
H
i
t
i
H

Tz i 0=

=1

O oestudo commarative  daz médiaz  da porocesrhagem e

E3  e=m MML+Alc




e rre e e p e vma A em o - g o - yer e g -y — -
T R S BT Rz mEdilas D=1 poricerntaosm e

da  lirheaosm  E3 =

L T EUE & e oo

¥

=]

+B 1ol dhtertalauil-sulfato de

=

icopliae =m MM

3
fu
3

— 2 Fod T - 1 e R [ P U S ——
=hdio (10 aNie & tempmreratura ambisntese =ob
aoitacio en diverzos benpos
.
=i 3
Pl - o oo pan o nem o oo b ewe e e een - — g g R e e e W L, [ ) B S TP 4 3
Fiiddia da sorcenhacgen de QSrminsgso emn fempos (1)

o
et

srobabr 1 i dede.,
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da 1imbaosnm

Focertagsen Jde germinacXo de comldicos

Pearo de M.ianisopliae em MML+Ciclobeximida (Z2a/71)

Lamper &nur &8 ambd

nn
1]

vhe =ob agitac&o em Jdiverzos
TamEos.

M+ I
4.

- 0, 00 0,00 o,op O, 00 0,00 o, oo o, o
4 oL 0l .00 o, 00 o, 0 0.0 o, 00 .00
& .05 o, 00 0,0l O, 00 0, oo 0, o0 .00
o 0,15 0,00 0, 2% 0,27 0,10 0, o o,
in0 , 27 0. 0,39 ' 0, =4 .11 T,
1z 0, 4= 0. .41 0,25 .1 o, &
2 =1 0. 0,79 0,58 L5 0.5
a0 i.00 0. 0,8% 0,75 0,74 0, &9
I= em presenga do imibildor L= lavada apis I AS
Foi realirzada uma andlize estatlstica conforme & habksla
& SEeILr.



Tabela 40- Ardlize de varif&ncia da porcentagen de germirneas®o

Hde conldics: da linkhagen Pegro de Moanicopliae =m

MML+CicIcohe=imida (2 a\1) & temparalura ambients

zizh agitario =00 diverszos tanpos (apbs
tramsFormacio 2n arco seno radianos) .

Meioz = i.22 o, =1 10, a5+
Taempos 2,77 1.28 ED, EEFF
Fesldio 42 i, 24 o, e
ohal =5 10,89
#% zigmificative ao rnivel de 1X
0 eztudc  comparabivo das  médias  da  porcentagen e =1

germineas &8s P =1 comidiog da 1imbavgen Fegro S
MM+ Ciclakexinida, fol Feito atravez do Tezte de  Tukey.

cuios resultados estEo & zequdir.



das

b

ae

Coanpar s

o =

germima;&o

temperatura  ank
tempos (apds bra

M I«
MM+ I
M+ I

& o

=

]

morcerntagen

ot 'j

medl

&

corldios da limbeasm Pegro d=

MML+Cicioheximida

—_ O .

jemte =sob agitagio =2m J1VerEos
meformacso S arco Bernd radiamos)

(1) Valores segudidos da mesma letra n&o i Ferem enbra =i ao
rlvel de S¥ de probabilidsde.
A domes. s pelo Teshte de  Tukey ao mivel ode Sh de

Fol e 0,23

probabilidade



g4~ MNlpmero de tuboz

Comidions de diversas

i0®\ml, foram semnsados em MM

aermicativos

lirnheaaerns,

o

toanpos de asrminasdo e verificadoz guanto ao
cerminativos. Foram  analizados 250 conldios
Vivdhaagsn. Maz tabeslaz & seoguir:
RME= MNbmero oe comddios que & germinsra
Til= Ndimero  de comldics gue germinaran
tdbe gsrminativo.
Ty e . oo s am —— e e o om g - -t O o
Th= Minero de comldicz gus asemimaram

tubos germinabtivoz.

TT= MNimero e conldios
tubos germinstivos.

QLS

ST L S &

obEervados

2N

STM T ol

e

Fame concenh e me &

abravas

97

s |

=

il

diwversos
tubos

o
e

tamp o

= oode

doil s

ol hrss



Tabela 4Z- Nmero de tuboz germimativos de conddicos de 4
lirhaaens de M.anisopliae, em MM & Z2F0 o
temnpos de 4. 7 & 10 bhoras.

Tempos / 4 7 Lo
Lirhagens

N NE T T 77 NEOTU T TT MG T T TT

ES ! o 0 A0 ] iy 3 i |
vig iz 1 {1 a2 = il 4! =3 =
Fearo 11 3 0 141 g I 3 1 0
ig 2% 10 i 151 &1 o S0 L1010 1

Foram testadoz varioz irmibidores  corforme metocdologiz

i

2.7, para =e verificar sua influgmcia na expreszlio de tuabhos
germinabivos, cujos  resultados ze snoconbram mas habelaz oa

Tedidlr.



Takala 43- Serminacdc de comildics da lirdkeagem ES e
M.anisopliae aem diferentes dozagsenzs de  benzeno
(MM +Bernzenc) | durarmbe 41 Roras & btamnperatura
ambisnbe.
& S0 oml/l Gz d Pl
E 100 ml/1 Garmimnou
Z 200 ml/Z1 Hermirood

s 1000 ml/Zl N&Eo FEermiroond

O comidios  da amostra D foram lavadoz e inoculados em
MM =&lido = obhservadozs. Apds 12 kRoras  ainda n@o Licham
asrminado. ARdE UmE Senana, oz conldios produzidos pelas
colfmias Foram  reinocdlados em MM s&lido. Apds 10 horaz de
obhsarvarso., mobou-Se gue F&o Fioave alterac&@o  guanto &o

Fitimer o caracteristico de tuboz germinativos.

UNICAMP
BIBLIOTECA CENTRAL



Tabela 44~ Germinacce de conldios  da lirhaas=m E9 e

M
14
pd
e
f=)
~h
il
'—Tf'
s
]
4]
s
I}
il
jii]
K]
ﬂ:‘]
W
L
it

(")

ia

e

M. arii=opF

Is
1w

polistil:

ruosl ool (MM + PFPolietilemncozlicol),

durarmtse 57 horas =ob aglitac&o & famperatura

Amnmoshras Dozagers GermlmagEao
P =00 g/ FEermitnog
E 1000 a/1 N&o aermirod
C 2000 o/l Mo aermincid

I ' 3Innn a/1 . fE asrmirond

Oe coldios  da amostra B foram lavados & inoculados am
MM =& lido & obzervados duraste 12 boras. NMeste btempo, mais
de 25 Aos comidioz haviam asrminados e apressntavam o padrao

acterizstico de gsrmirnasfo da linkegem EZ.

w
ol
1
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A=

45~ Germinaclo de conldics  da lirhagem E9 cl

i

Tab

1
[vr)
i

rentes dozagsns  de  glicercl

M.anisopliae =m odif«

|'[~

R

(ML + Glicercol), durante 70 horas sob agitacio &

temperatura anbisnts

Amoztras Dozaasns . Germinacio

SO0 ml/zl Hermi o
1000 mlsl MEo aeErmlrcod
2000 ml/sl N&o aermiroug

D

)

Oz emomldics  da amostra C foram lavadozs & inccdlados em

MY =&lido e choervados durante 12 horas. Nobow-ze gque mais

= Hos comddios tirmham casemn imacdo,. CoREservar o o F‘E‘.ij ="

e SER
e germir.au;é'::x da  1imbiaasm EZ.



102

Tabela 46- Germinag&s  de  cormddicos da limhaasm ED de
M_anisopliae =n Jdiferenbes dosagens de m-oresol

(MML + m-cresol),. durante 65 horas sob aéitac%o &

& 0.2 ml/1 Ferminou
o] i.0 ml/1 Hermirou
o 2.0 ml/l N&Eo germinou
o 5.0 ml/1 oo germinoid

= ooldicos das amosztraz © & D foram  lavados

hy

semeados em MM sdlido & chzervadozs apdz 12 horas. Da amostra

cC . germinaram maizs de 85% do=s conmidics & da amosztra D,

]

pouco mernos  de 25Y 0 sendo, cerca de 60X delss com oum tubo

casrminative & 40% com 2 oow 3 tubos. Apds uma sEmama 0T
corldios produzidos pelaz colfmiaz foram semeados aem MM e
ohssrvados apdz 4, 7 e 10 horas (Ciclo 1), o meEsmo ooorrendo

smakia

(M=

1

St

zeguintaz (ciclo 2 = 3

W

i
il
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Tabsla 47- Nimero de  Lubos gzrminativos ol cormidios

o+

praviamernte btratados com m-cresal da  1inhaaemn

E9 de M.anisopliae em MM a 2870 am 32 ciclos
diqramte 4. 7 &2 10 horas.
Ciclos / 1 = . T

Temneo

th

o L0
.
'.-
[l

]
X}




Tabhelz 45~ e comldioz  da 1 irmkiagem ES e

l i
m
I—f-
|T1
C
lﬂ
g,,
I_I‘_l
0
uy
i
-
et
1
In]
it
—

e i Fe
Edtsr + alauil-zulfato de  sddio (MML + &lcoool
&tar + alaowil-sulfato de sddic), durante €3 horas
=ob aoitacio & temperatbura am>isnte.

Gmoztras Dosaosns Germinassa

1 ez d o

1 el riod
1
1

GHer il ricd

Is S[o0 g NEo asrminou
M comldioz do fraszoco D Foram lavados 2 zemsados em MM

=4lido & obzservados duraente 1% boras. Neshts tempo maiz de
Aoz ceomldios bimkbern germinado sandd, A0¥ deles com oum

AP lwla) = &0%  mom dols o oud maiz buwbos. Apd=s uma
SEMErE ., O comidios produzidos malas coldSnmias Fotram
reimoculados em MM e obzervados. Nobow-ze  gue o2 conldios

T “Mpnero ode hubios germinsbiveos o=

o omesno padrfo caracherlistico da
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Tab= itaeso  de conldios da& lirhiaasmn E9 de

ot
fil
Ju
s
i
i
=
.

[

iae =H diferentasz o ) e

Pote

M. arniisop

e

15
il
n

clorafdrmia (MM + Clorofdemic) . durantse 57 horas
=mb mgitacio & temperatura ambisnte,

& 1 mi/1 Giermirced
E = ml/l Germirod
L 5 oml/l NElo germinod
In 10 ml/l N&z aermimod

Ciz monldios do frazco C foram lavadozs & inoculados em
MM =4 lide e cbszervados  apds 12 bhoras. NEo houve germinsacdo
de conldios  meshe . periodo, Apds Jma SEmana, oz conidios
produridos pelas  coldmias foram reirnoculados emn MM zdlido =

mhzorvados apdz 40 Foras. Nobow-se gus n&o houve modil Ficas&o

g padrfo de germinac&o da lirheagsm ED.



Tabsla S0~ Serminas&a de comidicz  da 1inmhagsmn EZ de
M.arizopliae =mn Jdiferentes bempoz & femperatura
cde 3790 em MM z&lido.

Amoztras Tenpos Germinas&o

fal 10 . ME&o gasermirnou
B - 20 b MED germiroud
C 43 k. Germimow (3000
] &0 . Germinou (3550

fz amostraz A = B foram incubadas & segudic & £
cbhzervadas apdzs 12 horas. Obhservou-=e GuE mals de 85X dos
conldios haviamn oerminado, mantends o padrio caracteriztico
da lirmbaasm E9.

Nz resultadoz & seguir =e refarem &= microcolinias
zelecicnadazs =ab &  lupa, aue Limbeam btuboz germinativos

& metodoloagia 3.7.

=]
ol
ok
ot
T
el
]
1
4]
il
'.Ll
E



Tabela o

i -

de tubos germinativosz  de

MNlirmesr o

microcolinias zelacionadas TE
Pl (]

durante

1e

cormldios

lirkbagem

D]

pré-tratamanto

10

ba [

ZOofn

~atamerto
3 1
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b
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[ et
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Tabela S2- Nbmero de Lubos germinativos de  corldio=s e
microcolémias e laclonadas da livhagem E9  de

o oooan prd - bratamenbo com

W
i
o

M.anisorlias.
mecresol, 2m MM & 2ER0 durants 16 horas.

Microcolanias NG TH « Th TT
san préa-tratamsnto

fx]

R Ry

(EEAM]

Wl

L3 e N

L b e
2%

e
e
3

Microocolfnias MNiE T TD TT

Pt wiit] Fr‘w"‘! G E B

Fai verificads o rineros de  buboz o germinabivos e
limkhigaerns  zalvag=ns. mutantbss @ dipldidesz =m MO, L=

3=

resultados roothraan nas babelas 825 a RS no apéndice.

ut
1]
ﬁ

it
i

zaauir fol Faiba wuma COMPAraEEoD S

i

MNa tabela hre 2%

Limkagaers.
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ooyl di

diplé

EAR T A

racsc  Jdo mpliperc de tukb
ios  de lirbaastn=s selvagens,

ides de M.aniscopliae em 132 horas,

germinativos

matantes

al

X!
u]
[}

)
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o
il

il

Fo4

Y5

B/vi
®/vi
F84nic-
F4tia-
DS

T
= Th
TLO > T > NiF
T = T -
T T -
NG T = T
T N T = TT
T > NG TL =
T2 » T TD = Mz = TT

1t
-
3

=)

...{
m
i

TT

—d
1
T
.%
=
—
._’

Veardea

Violeta
Armarsela
EBrarmca

Violaetba
Violeta
Violeha
fAmarsla

Amarala

Ti-

b

TD-

==

TDO - Mmoo

7T~ Mlrpero

garminativo

Nimnero

Miimmer o

Milimer o

mimativos

e

asrminativo

e
ol
e

le

comnldios

coladios

cordidilos

ST L& &N

midios que aerminacam abraves

e asrminaran atravées de

mESmo polo.

o
<
-
{i
8
1

e QS LeEramn by

em polos oposhbos.

que getrminaran atraves

LT ML C

xj o 1

U]

Sdois

o+
113
11

tubazs

tbos

tubos
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4.5~ Crescimentoe de bubos gsrminativos

Apts o crescimsnto das livhaasns E9 = 10 e

M.anisopliae cor 4, &, 12 & 12 hovas em MO a Z2°C, as placasz

Foram abertas =aln o MlorosodE i, = Zon O axllio de ma
colar microméhe Lo, oz tuboz  gsrmimabtivos foram medidos.,

dadoz emn pm. contorme &z fabelas & zegulr.
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Tabela S4- Creccimento de tubos germinabivos de contdios Ga

liragemnm B9 de M.anisopliae a 25870 moz tempoz de

4. &£, 17 & 12 horas =m M. :

Tempo=z /7 4 horas & horas 12 horas 12 horas

Tubaz i = 2 b b 3 1 2 .3 i = 2
3 ] by = ] ] = ] ] =0 13 i
iy ] i A i i 440 ] i 104 7 0
0 o ] 4 ] i =3 i3 i =3 ] i
4 ] I = i} 3] 27 3] i} P =7 o
] ] 3] ] ] i} &7 i ] 13z i o
i 0 1] 5 £ i 40 i 5] =E ] B
0 i i i o ] =3 ] ] 100 =7 ]
3 i 0 I i o 47 13 [t ize 20 i
i i i 3 0 i &7 7 o @3 27 20
i 0 it i} i i} =4 1 ! 120 = 1
i i i ] 0 0 =0 ] ] 133 23 ]
i i t 5 0 Y &7 132 i 133 13 i
M ] 1 3 3] ] 28R} 7 Y i ] ]
i ] ] 4 H i =4 ] ] & 7 i
] I ] K i i} 410 7 ] 120 ] i
1 ] ] i i ] £7 n] 0 100 e} i
i ] ] i o o 14 il i 140 4] I
i I 0 Iy ] 0 =7 i 0 =27 2 i
f o 1 Tl 0 5] a3 0 I iiz i3 ]
i ] i 4 0 0 =7 i} Y] 133 = i

Oz riimeros 1, 20 o8 30 represantam  respectivaments o
primeiro, =egundo 2 terceiro  tubos  germinativos em Cads

tenpo dos comldios sxaminadoz. Az medidas de ceda bubo estio

=i }J M.
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Tabela 55- Crezcimento de  tubos gsrminstiveos de conidicos da

u

lirkager 10 de M.anisopliae a 28 O omeos tenpos de

4, &, 12 2 12 horas =m MO

Tempos 7/ dhoras Ehoras iz horas 12 horas
Tukbo= 1 = 3 1 = 3 1 = « 3 1 =z 3
3 ] ] b 4] ] 4 7 i e 13 Y]
i1 i i 4 3 i ] i i1 eI =2 013

3 i i 4 3 K 7 7 i 33 =27 0

3 0 i 0 0 0 a3 i I 47 7 i
] o 3] i ] i3 7 ] a3 3 7
] I i = o o 106 0 =27

=)
[
b
Do)

RO |
{ac
ot

Chy B b LD L
N Y]
o
t ~J
e
E". 3
R TR I € I < Y

¥ X 3 i 3
] ] ] 1 40 23 0 = i ]
3 3 { 3 {1 =7 7 G 10& 3 0
i K i i i i 13 i1 i &7 27 0O
0 {1 ] = 3 o 27 7 0 410 0 0
= 0 o 3 o O =0 7 0 = i3 0
] 1] n 3 1 ] R ] i [ = i
0 i (K 3 3 U =27 7 X A0 = i
I 0 0 0 { 0 z0 7 0 =7 b 1
o ] ] ] { ¥ 13 ! ] =3 =7 ]
i { B = <4 { 41 Y o =0 o013
a | ] i ] i A3 ] a3 = ]
{ ] 0 3 a 1 410 ¥ £7 THOT0
{ ] { 4 3 O o3 = i & 40 0

Oz mlimar o 1. 2 = 2 raeprazantan respectivaments O

FiTEd tdbos Qerminativos em CROS

1]

Pprimeiro, seogundo =2

tampo dos comildicos examinadazs. Az medidas eztBo B0 ATt
fz obssrvacithes ol e = Osrminas®o, crescimanto 2

el e b germinativos ez conldos =In

M.anisopliase estiqo ilustradas ra Figura a Seadir.
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Figura 2- Germimac%c. cresciments & ramificag#o de fubos
aErmimativos de conldios de 1
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a)comidio & Fyoomidie pronto para ger miratr

bt aerminabive polars

S aErmloa®a

d) IEEm 1 Hat;f’-'iﬁ

bbb germirativo Ao polars
@) asrminas o = 7 tubos germinabivos amn polos
opoztos: Flasrminac@io através ds 2 tubos germinabtivos o
TG ;:u::lr_x_. g, Fraermimacio atravas de 3 tubos germinativos:
i-m) crescimentos doz tubos germimabivoz: oa-BYaorsscimsecto dos
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D ISCLUSSED

S.1- Morfologia & fiziclogia

N sstipdos iriciais i dezenvaolvinsnto e

N

tamarnbo de colénias  de

M.arnicopliae., comparod-=e

limhagens &nmn % meics  nubrisntes diferenbesz. Conmforme az
tabalazs S9-13, Fouve  diferencas sianificativaz entre as

=

imhagsns gue mMalils Crezcaral

et

meios. AsS

1
14}

lirhaasnz & enbre

da tabela 12, nobod-ze que

o+

]

&

it
Ti

foram E? & Pegro. Fela ob=aerve

de levedura rna sua composle&o

ﬁ
.'.+
+

o= omelcs aue incluiramn

= s
1

SVOrAaAvels ad rezcimaento das colénias.

ﬂ

Foram mais

Em cugbro ewparimento &%o publicado, MM+E m8io apraesentou

diferergas significativas  em  relag8ico ac MO, guanta aco

B

-+
i

famariio de coldnmiaz. Nos experimentos sobe germinasio,. ezt

mexlo ol tambedng B&o  eficiente guanto a&o MG, confarme &

tabela 14.

Ticeovando  reeshosr ddecdos, Fracier - s e A sgerir o MM+E

Cen ourn e benonad para Moanicsopliae, tardo em vista =us

f1-1rnuia R S BRI TR I Cm  AQurecbasidium pullulans, Fost
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coramp lo, & formac®o ode tubo gasrminative & dezenvolvimento

micelial subsequerte  Fforam induzidoz  apanas por exstrabto de

levedura em  meio liauido defimido, seaundo CO0FER & GADD

Além do medio rdbtriente, & umidade & ocubro inportante
fator o daeserivalvimnernta de  furnaos, poragude influsncia

]

gspaecialmnentes o tenpo de dorm@ncia. O perlodo latents para &
asrminacss aumenta  com o declimio de daus do substrato. Scb
cordig®Mes  de dimimulda disporidibilidade de agua, & m

lag & wuma =ubzequente redug3co da ta=a de

in
i

aumanto na  fa
crescimernto acahpanhada pala diminuicSc da respirac®o. Fara
alaunz furnaozs, o limite de potencial @ de &gua  segundo
cdloulos feitos  atravez da  fédrmula de GRIFFIN (1931), & de
0,993 a 0,920 aw au 97,5 & 92,00 r.h. (umidade relativa). 0=

cotildios de Mloanisopliae collidoz de MO s=dlido, em culturas

de zuperficis, poden perder atd S0¥ de seuw peso. devido &
perda de  daua por evaporagfo & temperabura anmbiente, =

ztufa, oCorre

14

Squando =submetidos & temperatura de 70°C em
airdsa wma perdas adicional rezidual, =m torno de S%, conforms

a hbabsela .
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SR~ Germinaec&o de conldio=

Faram feitaz suceszsivas observacdez da  aerminagdo

coridial em M.anisopliae para e estabelecer o tempo mimimo

i

e asrnilnas&o (TEm) ., s oo & coticenhrae&o ideal o
corildicos o meio de culbura. Em meic liguido, & corrsEnh e s &
zm tortio de 109 comldios /ml. mostroud setr @m alguns Casos &

maic adeguada para & germinaE®o, pelaz aobhzervasSes das

i

AZ AT4. H& evidércias de gue o efeito de inibigdo

iy

8]
i

tabsla

U}

T

devida a comcentrasic de comldicos & maior em MM ogue em MO

Oz experimentos também  permiticam suasric 1z W RE
como o tempo mimimo para que  35% dos conldios tenhamn
v

garminado (TGEm) , tas Varias condig®es  de culbtivo, el

a
w

la 14.

i}

chbeervac®es daz tabelaz A1-A24 e resumidamente na tab

LEITE (1957) . estudando & germinagico em M.oanisopliae;
verificow gue rnas linhagens da variedade major. & germinas&o
& maiz tardia. Portanto,. podem ocorrer difarencas guanto &

Shma Sesp&Tle,

1y

tempo minimo  de germinas&o (TGEm) derntro da m
envolvendﬁ variedadss Jdiferentez. Conbodo, dertro  de  una
mesmna variedade, como PO Caso da varigﬂade anilisopliae parscs
& ocorrer diférencas zignificativaz. Sequndo SILVA (1925,
n&o bopves difersngas =ilanificativasz na porcentaaasn de

asrminacso de conldios em MDD para az linheaenzs B9 & V14, mem

para =eus mutantes .
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Naz primeiras horas a aqsrminasdc Somidial  pode  ser

representada por uma  fungao ewponetizial , tomarido &
asrminasgo ode comldicoz da  lirheagem E?2  como modelo. N&
figura 3 & representads o loaarltno da porcentagen de

germinago de contldics em  fung&o do tempo. No  imbtervalo

artre 5 . e O koraz foi feito um ajuste por uma reta aplicando

o logaritmo neperianc.

1003 _
‘90+. . :
801
701
60 - T ]

S04

40 1

30 4

20
|

LOG DA PORCENTAGEM DE GERMINAGHO

T T Y T T

5.5 7 8.5 10 11.5 13

TEMPO (h.)

Fiaura’ - Curva de aerminagio de condldios da lirhagen E9 de
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ko col wcados 2

[
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n1
il

Cuorndo oz comlidios de oo o oo

e wan @oim v Tume . om mads o S0 em

MOL . imicialmer

o lvoras, COmo SODrreu Bare & ddnle omo o rrg. conforme &=
tabelas -7, Ao estuk ¢ addior 4o creede clnnroa o

ooy em g ge - P 8 3 + e {€ T e o oo Yo » I N
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fioras de  crescimernto. o oo

medio. Istho S b

&raea superficial. Iz i
v tuabo gsrminativ. hoe AT B kD '

segurdo & um terceiro oo,

TURIAN (125, el b Bd '
superficiais em  conidios de loorse sa, . S 8
tramzferidos  para v oo

= L

conty ihasem p e o CHIe o
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Na maictria dosz furngos, g sinteze de DNA total comega

antez o

n

apts © iricio da =zinmtese de RNA & proteirnas,. ma
ao  mesmns bemnpo da o emeradncia do bubo o germinativo. Ha
evidéncias de gque a sirmteze de protelna & obhrigatdria para a

formag®o do  tubo germinativo. Por exenplo: baixos milveizs de

10 waszl) efetivamente blogusiam tanbo &

o

ciclobeximida (S
irmcorporacdo de precurzsores radicativos da protelnes, comno &
formagso do  tubo gasrminativo (HOLLOMON 1370 &  INGUE %

it imibidor 1 aarmiasio &

ISHIMAWA, 1378 . O af

i

reversivel, poiz removida a ciclobheximida, podcas  horas

depois  surgs o b germinativm. Em M.anisopliae, &
ciclobesinida inibiu‘ & erminagdo e corldicos FI&RE
comcaentracies wtilizadas, zeaundo ochservagiaez das tabelas
39-41. *

Tem =ido dificil debtermivar =ze a =inteze de RNA &

nteze de DNA

(S5

chrigatdria para & germitacio conmidial. J& a s
Farece  n&Eo zar  essencial Fara & forma;&o do tubo
gerninativo. Cerca de 40% dos conmldioz de N.crassa com tubo
germinative, tiveram sinteze de DNA inibida com hidrosiures
(LoD, 1976). A obesrvagdo de que slrntese de DNA  +mic &

formag&o de tubo germinativo, parece ser

o
o
o

rEcessatria par

um Ferntmeno  aeral para & maioria dozs funaos (VAN ETTEN et
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Yipdtezse de 4qgue =intese de quigiﬁa Fisio & requeridsa
para iniciar a formac®o do tubo germinativo & suportada pela
cbhzervac®o de  que polioxina D, wunm  inibidor
zlrntesze de
mas sim - sSUa glongarﬁo
1970y .

%

competitivoe de
(ENDD & MISATLO,

auitina r&o irnibe & formae&o do tubo germitiativo,
(]

1963

]

ENDD et. alii,
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3- Inibigc&oc d Fininag&o de conldios

u
;U
0
III

Foram utilizados varioz inibidorez da germinas@o de
conldios de d;verzas maturerzas. conforme a tabela 1. Nas
cmncentré¢ﬁes | utilizadas, alicerol, polisztilernoglicaol,
m~cresol, éltﬁol &ter + alauil-sulfato de shdic (=2
cicloheximidsa, retardaram & germitag®o e relagdico ao
contrale, conforme as tabelas | 15- 41, D= inibidores &
irviabilizaram o onldio=s mas Lnncentrac&ez‘ utilizadas,

poiz em todos o casos houve uma gxpressiva germinacio, Wna
ver - - diluidos. Em  alaunzs casos oz conldios aerminaramn
maiz =sincromi-camente, dimirmiindg o perlodo lag, uatido

depois ool I IR = S ge?miﬂar fE aus&ncia do inmibkidor, isto

----- T e Fhrme as babelaz 17, 26 & 35,

i
3
b
f
il
[
E

Para wma ks eficigrncia (1) ecstabelaecinanto =

i

dezervalvimerto do cornbtrole microbicldgico por um furgo,

ezzencial gue =seus conldics germinem de marneira rapida e
-

cirncromizada, o 9aue minimiza oz efeitos de fatores adversos
rios primeiros astdqglios  Coma emnbebic&o, &agdo da  luz
ultravicleta & competicg®o com microflora existente. Ne=zte
extramna  import&ncia métodos  de

zentido, rev

n
]
(-*
o
ol
uw
i
n
m

armarehanetitoe. formulacdez e pré-germinac&o  controlada por
meic de uma scluglo czmdbica. Duattto & pré-asrmninac&Eo,
pode-=e utilizar ocsEmocondicicrhadores como aliceral, alocool

dter + alauil-sulfato de sddic & polietilencalicol  pelas

~ ' 3 ' - _ a4 BV 4 L UV VU P PRRE R S PN
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[t
eraduto

na  disp

polietilencglicdis s¥o  considerados

zalutos,
4000 =&

formesim

polistilenoglical 4000,

barmn carnd

ircuaziv

foli considerado

feitos

N.cracssa,

(1271).

a barr

riibed dar

aue  themnm

termdan & alcaricar

2ira cozmobtica

. alcool éter

de conldios
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+ alguil-sul fato de sddic & wum

=S0%  de dispersibilidade, gue pode ser util

=m traballhos de  camEo. Dz

maiz irerte=z qgque oubros

starto as polimeros com peso molecular acima de

o &0

erto de

idato

efeitos

o

oxiagnico. Nu presemnte tr

que

Flireral

pocdemn

interferir com c

abalho. foi utilizado

pode =ar  copeiderado wum

FIC; procaezso ce cEmoreadlacsio, wmna ves gQue H&o

mor fogénicos

COID O (= 24

-
R4

[t

1 Rl L= P

M.anisopliae. Glicsrol

ncigal ceEmoreaulador  em estudos

por BEEVER &  LARARY

fol

Muitos

coubras impci-taittes

em A.nidullans. Em
CHARLANG & HOROWITZ

estudos utilizarndo

aliceral como  csmoregulador em  fungos tém sido feitos como
o de NIEDERMEYER et alii (1377). .ADLER et alii (1925) =
LAERE et alii (1987).

=z cr té ices para & escolha de uma substéncia oc=mdtica
inclusn gue  esta n&o deve ser tdxica mnmas condigles de uso =2
daeve evitar & W;FMIH &o dos conidics sob trataments por o um

periodo suficientemnesnte

A= minag

[5=9 =4

lonao,

comonotdl clomamnerta, & necess

s G » t

armnatibc

doo drndezalo,

Fara

idade de

deixd-loz aptoz para

ce culdar portarto,

com o  potencial osmdtico, =
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temperatura & & durag8o do tratamento. Lm irdiculo de 10%

cormidions/ml. um pobercial ozmndbico em Lorno de 0.200 aw, uWma

remperatura de cerca de 10 & Z0°0 e am parlodo de 3 & 4
diaz., parecen ser as condigles ideaics. Deve airnda haver

amplo suprimento  de cetlg@énio, Faz&o pela aual as culturas

precizam =er  mantidas sob asracio. Guaedo o trabalho =a
cxtender & wd=11]] =Twi as substiancias utilirzadas b1 {1 1w

inibidoraz. também 8o deven apresentar rizoos  ad:s gQue as

marusaeiam, mem ao anbisnbe.

ten =ido  levantadas pe - explicar o

]

Muitas hipdte=se
mecanizmo fizioldgico do cemocordiciomansnto. ILUARD (19528 e
19220) . reporta  gue os  furmoos filamentoscos =30 abeiz para

il

cobreviver & crescer em pobtenciais de  aaun et emarmatite

nl

baixos. =les  parecem manbter constants ou &os amertar
turagsscancia =ob taiz condiglez. Pela ertrar- ou sinteze de
um oid mais solubkoz  de baixo pezo molecular. Nezses estiudos

varificou gque 9licerol & solubtos do melo parecen atuar comnmo

csnoreaul adores tarto Ein Penicillium chrysogenum =
Chrysosporium fastidium. Foszivelmente o alicercl abue
recolocands moliéculas  de daua @ merbendo & hidratag&o das
proteimas. Obzervou-ze  que apds  um chogue crphbico, houve
imicialmente rapida perda de &gua & consequerte diminuls&Eo
do volune celular. Seautiu-=2  ent& o W gra&ual retorro,

wzualmente ao  voelume ou burgescéncia inicial. Jdependendo Ao
influso de daua =  do aumento  da concentracdo interna e
subztiérnciaz  oonoticansnte ativas. Verificol-se tarmtodan

(19200) . aae beve wmn aumento de praling apds o oum o choegue
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e dimirdicsco apds  chogue  hipoosmdtico en

[

a cinnamomi. Frolima parece substituir glicerol,
rcipal zoluto  envelvido no ajustamento osmdtico
comcluindn ent&o gque o mecanizmo de ajusztamento
variar ode wn furnao  para  oubro, depaenderudo
subztirato nabural  gQue enpreas e en parbicular da

de e pibrooBrnio.

carkesri

LARACY (1986), aporntaram alicerol eritrit

principalis compotertas cgsmoregul adores &m

Az mudangcazs ne contebdos de arabinitol indicaram

ambém abtuar come comnporente ocsmoreadlador, mas

compoarents  secunddric. Amnincdcidoz parecem oo

compotetibes cemoreauladores e2m A.nidulans ou o=m

¥
azcamnicetos, embora erolina temba =sido
=) oEnareaul as&o &In mJditos aoomicebos =3

eztaz, oubraz evidenciaz podem ser suleridas Fara
de ozmorsaulacico  como, ativagio de eszterases &
dcidas que participam ma mobilizag&o de rezervas,
capacidade de s=sintesze de RNA = protelinas
para rapida diferenciaclo & crezcimento celular,

permeabilidade de metabdlitos a serem usados nos

-

ts de 8o & crescimnento.

et irna
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aerminativos

lirhaaens de M.anisopliae

eetudadasz,. hd uma variabilidede ratural quanto a exibig&o de
tubos arrmlna+1VU,. Os resultados  pareceramn mostratr que as

lirmkbagsns gue apraesents

e mil e,

3 LnE

ioE prineiros

velocidade malor

ém tambedn maior express&o de tuboz

aerminativos FIEEES T=2A (] perlodo, pelas avidiemcias
zyportadas pelaz  obessrvacles das 11Hhaup.é‘ Vi4a e 10 enm
relagBo &= demais na tabela 42,

0 volumne natural dosz conldics, izsto &, antes de serem
colocados  em meio Qe cultura, parec=m m&o  influlr  na
producSic de  tubos germimstivesz  multiplos. NE&o fol pozzlvel
fazrer poartantc  uma correlacdo  enbtre volume dos cotildicos &
rmera de tyuboe germinabtivos. Felaz obzervasfies dios
resultados apresentades  por LUNA (1925), também  ndlc fol

possivel correlaciconai. porcentagen de conldios Dimucleados
e thrirmacleados e porcerhansn de ol dios com bubos

inativos miltiplos.

Alaums  inibddores  cadsaram efeitos mor foaanicos  em
M.anicorpliae, =t w) =l e T t=-N T Tt o aparecimerto Je tubos

miltiplos em  mailor
L_-(ll_l_!l!l r-“l‘“ +
das

podlietilercnl tood

(LT =] el

alauil-swulfatc ode

al doorad .o

Fewram o= casos de m-coresol 2

wddio., conforme nobas abalx=o

soibaadores, el g Pot=] o Do

et oAl e caclaobweminida nas
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itoz morfoldaicos,

1]
b
T
4]
f
o
=
i
—fl
]
(2]

concetbrac®es utilizadas, t@&o

tu de  37°C por 60

i+
g
=
T
f{l
m

apds dilulg&o. O cultivo  am

boras. também nEo afetoy ezte aspecto morfologico.

A substémcia m-cresol.  além  de causar  inibigdo  em
M.anicopliae, - ras  comcentrag®es utilizadaz, Aquando oz

conldics eram  lavados & recolocados am meio de  cultura
mormal, €em o irnibdidor, apresentavam maicor rdmero de tuboz

ac aerminaren. O efeitoz de m-crescl foram observados mesmno

apds 3 cicles conidiais, produzindo  assim  modificasdes
duradouwras, conforme a tabsla 47.
Nos exper inentos qrie eFvio ]l ver am micracoldmiazs

de  uwum  tubo

n

‘otriginadas de conldics que  aprezentavam mail

aatrminativa, todos o ruhidl % ptroduzidos  por eztazs
colémnias, P& apresentaran rneceszariamente eSSa NESMmaR
-drartistica Fic &SI petrlodo. Havia onldios (Y-"l]

agatrminados, aerminados com 1 tubc & com 2 ou mais bubos

resultados

1 & 52.. Ezte

w

la

w

1]

asrminativos, conforme as tab
sugerem uma variabilidade natural entre oz conldios quanto &
aarminagic dentro de um  determinado tempo. Repastindo o

t {(tabz=las S1 & 52), mas tratando oz conldios

I_I

e Lm
previaments  com m-cresol, oz emonldiocos produsidos pelas

-

microcaldmias selecionadas,. apresentaram uma FECPOFSSO N

Py
[ 5
[N
-~

1l
—t
o
a
o
=

de tuboz asrminmativeos mdltiplos. 0 experimentozs ress

maiz uma ver a acf%o duradoura do m-cresol sobre a germinacdo

= tambdm & caracteriztica  natural da litihiagem 10, e [N )
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produzriu  arande porcentaaan de comnldices com tubos

germinativos miltifplos dertre de wn determinedo Lempo.

AZS-AS1, rotou-se que am MC, oz

Q]

Ohezervando as  tabela

mutartez Y9, B/vi & ¥/vi n%c apresertaram Jdifersngas auarito
ao numeras  de bubos germinativos en relac&o & linheoen

gzlvaasm de origesm. J4 == mutantez F84nic- & F84tia-,

apresentaram alaumas diferengas, as quaizs faoram mais
acertuadas em F84nic-, em relac8o a limhagemn zzlvaosm F84. O
mutarte F84nic- ce caracterizou por apresentar uma bailxa

porcertazen de asrminagdc em 18 horas. Nos  conidiozs qQue
asrminaram, houve predomindncia de wum Mmice tubo germinativo

nesse tempo. DQuantoe acs dipldides. tendo enm vi izgta & formagdo
doz tubos  agerminativos : pode-se  obzervar que o dipldide 5

foi mais semslhante & limhagem E9 & o DS, mais semelhante &

LUNA (1925)., também verificog & gsrminacd&o 2mn limhaasns

mutartes. Fode-se -inferir de seus resultados, -qus en asral,

4]

eles aprezentan o mesmo padrico que as linhagens zelvagaens,
ambora &s vezes apresente um ndmero  POWCO MEROE e tLbj
aerminativos, fato semslhants ao que oCorred com o2 mutarntes
da liqhaggm F84. Talver isto ze= deva & demora hia entrada de

syubst&nciaz exdgenas do meio de cultura para suplemnstitar a

deficiégncia metabdlica.
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i

5. S-Crescimento de tubos germinativos

W

de tubos agerminativos, ('

]

Quarto  ac crescimnent

U

experimentos envolveranm as linhagens E9 & 10 (Ltabelas 54
s5). A limhagem E9 apresentou um  crescimento maior  que &
lirhaaem 10 em 14 boras. No perlodo entre 14 & 18 horas, a
velocidade de crescimento da linkhazem 10 foi maior. todavia

nE&o compenzoud o crescimento inicial. Outro aspecto obzervado

Foi que =m 14 horaz, o orescimenbo do 17 tubo da linbaasm

E9 represertou  cerca de 94% do crescimento htotal & o do 2°
tabio &% . enquanto que rna linhagem 10 neste mesmnc periodo,

o crescimerto do 19 tubo  representou cerca de 74X do
seescimsnto Lobal, o do o 29 btubo ZEX. Em 128 horas., P

—rezscimento doe 1% tubo da limhagem E9 representoud cerca de

26% do  crescimento tobtal, o do 2° tubo 13X e o crescimento
da 37 tubo 1%, erquantc gue o crescimento do 1° tubo da

lirkhagem 10 neste mesmo perlodo representou cerca de &6% do
crescimento total.e do 27 tubo 30% & o crescimento do 3°

tubo 4% . Talver serd dtil nos préximos experimentos. tentar

verificsr a importarncia de=zte fato o controle
microbicldgico embora LEITE (1327), terha verificado por
exemnplo que déﬂtro da variabilidade natural, os conldios
das linhagsrs VI4 e 10 terbamn produrido proporcionalmente
maiz tuboz asrminativos que a linkhagem E9, necessariaments
re&o apresentaram maicr produsdo enzimatica, riem  maior

virulemcia comtra Panstrongylus megistus que & limhagem E9.
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Em M.anisopliae , o creszcimento dos tubos germinativos

tas primeiras hioras  pareceud mostrar Qi = melhor
representado por umma furig&o exponencial . comforme  as

5 . Naz figuras & representado o logaritmo do

il

figauras 4

crescimernto em funglo do tempo. Fol feito um ajuste por reta

aplicando o logaritmo neperiaro.

Varioz estudoz  em outrosz  furngos tém mostrado que apds
wim periode de laténcia, o aunento da massa da colbnia e

muito bem  representado por  um modelo  exponencial. Sequnrndo

GUINN & FOWELL Jr (193%), alaunz modelos  recesntemente

propostos representam o crescimento  do furngs  bassado  em

compornentes Fizioldoic e marfolidgicos. Elez préprios

ErORUSEram  um modeln matematico para o 2 orescimento e
3

ezporulag3c em Oidium begoniae o gual foi construldo bassado

em varios modelos observados. O ssu modelao pode zer wusado emn

zimdlactaes por —omputadores  abraves de um FrCar ama

apresentade no appendix de  =eud artigo, o  gual sugera-se

tambdn ros ezhbudos do desenvolvimento em M.anisopliae.

McLLEAN & FROSSER (1927) ., fizaram =m & uﬁperlm&ﬂtuc um

imterezzante estudo sobre o desenvolvimento vegetativo e a

u

taxa de exbensfo dos  tuwbos germinativos &raulozs entre as
ramificagdies = o digmetro daz hifas em varios intervalos de
crescimento =m N.crassa € zu;wrém uma excelente biblicarafia
cobre o assunto. COLE (193€), apresenta tambdm unma excelente
revizifo =aobre modelos de diferenciag@o celular em fungos.

S abordados especialmente o crescimento da hifa, inlciagdo
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da conidiagdc, cephbag&o, cecesSdo, conidiac&o =
diferenciagdo da parede.

Em M.anisopliae -4 fases do desenvalvimnento
compreepdendo: QErMinagdo, crescimerta vegetativo =
comidiac¥co. Mo apresentam diferengas drasticas emn relac&o a
cubrozs furnaos filamentosos. A asrminacqoc  torna-se Demn

vizivel com o suraimento  de oum ou mais tubos gatrmitiativos.
Durants ezze desenvolvimemto mnorfoldgico, CooOF e una sEria
de atividadesz fisicldgicas mediadas por @nZimas Que pPOor SUa

ver %o reouladas gereticamente. Ha evidénciaz de gue

i de cultura e

it

fatores ambiertais comna tamnperatura., m

cabros, tambdn influsnciam o desenvolvimento desse L.

QUINN & FOWELL e (1985) ., ao  proporemn wuam o moedelo

maktemitico pFara o desenvolvimento de Oidium  begoniae,
afirmaram gue e basearam em 3 componente determinadas
aereticamette & & CHmpumerfe%- que mudaram de acocerdo Com &#E
cordig®esz  ambientais = fiziocldgicas. Q=g ° compornenbes
determinados asrneticamente forams: o ralmnero de tubos=s

aerminativos bdsicos ou principals, & uriidade de crescimento

da hifa (HEW) cu tamarbc medic de um ramo e a pericdicidade

diurna de esporulag&o. Estes compatentes REo variaram,
cultivardo-ze o fungo a 15 & 2170, 0= compornetibes, STRT=]

variaram com a temperatbura foram: g pericodo latente de

eszdria

b
B

aermiracio, ramificag&o, enporidlacdo. o hemEo e
para adguirir o thltimo todbnn astmitiat v b P Fodrne s de

comididfor o por HEGLL
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Em outros furgaos, alguns rabdlhn" quUE EFOCUlain
recer mellhor a quest&o da reaulacdo do desenv~1v1m~rtu
=% oz de YELTON et alii (1923), =m A.nidulans: AFANASIEVA

et alii (1922) = EGASHIRA (1%26). em N.crassa:; MATSUBARA et

alii (&) = MATSLIBARA & KURODA (1323 e 192

lll
v

em

Cochliobolus =1 yabeanus: LING & ORLOWSEI (1927) ., em Mucor

recemosus: SATADEA et alii (1935), TOobA et alii  (1983),

KURTZ & PINDEBUIST (19286), FETECO & LINDRUIST (1%86). em

i

S.cerevisiae; LOOMIS & WHEELER (1382), HAMER & COTTER (19E3)

= 1'92ak) » em Dictyostelium

Ty

FRESSE et alii (1936a

1o

discoideum.

Segurcdos T TANT et alii (1337, lal corzeito de
&l

Jiferanciag&o celular imElica na zwizsht@rncia de wum proarama
b

mendtico, onde estl8io contidas az informasSses ¢

i
K]
i
4]
n
g~
"l
o
ul
fin
W

misdsmras de  forma & fumglio & gue  sBo expreszas  de uma
here ez ordenada no tenpo & no ezpago. A diferenciagc®o
celular e a reaulacqo da atividade ag#énica durante o
desenvolvimento té&m  sido objeto de  irdmercs  estudos por
partse de biclogi=ztaz. mas ate aqora, m3o existe uma teoria
capar de wunificar as  diferentez hipdteszes sxperimentaiz. A
dificuldade & compreenzivel,. dada a extrema complexidade do

problemna .
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E-COMCLUSDES

1~ 0 meic mimimo acrescido de extrato de levedura. pocde

1D

corsiderado um  meic bazal para a  garmninaeso

]
il
=

rescimsntoe em M.anisopliae.

M

s

2w Cepnldice de Meoanisopliae, produzidos em culburas de

S0 de

syuperficie em MM, podem perder em duas horazs Cerca e

&aua por  evaporasio apdz  sua colheita  quando deixados  emn

ambients ventiladao.

3- Conidics de M.anisopliae, produzidos em culbturas de
supsrflcie em MM, quando . incubadoz em ML, podem aumentar

sey volume em maiz de S30% em & horas.

4- Em cerca de 12 hora=z, maiz de 85% de conldios de

M.aricsopliae, variedade anisopliae, garminam, farmto em MM,

4

MM+E au MG, s&lides ou liguidos. Este temha foi chamado de

tempo minimo de germinas&o (TGEm) .

5- A garminag@c de conldics  de M.anicopliae ra=
primeir‘z‘ hioras, pode Ser representada por um modelo

expotiercial.
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i

E- Az corncentragles de conldios em MML podem ter um
efeito inibidor sobre a germinag8o. Una CDHCEHtFayda de 10%=
conldico=s/mn]l pode ser conziderada como ideal emn experimentos
com asrmivassc  de comidios de Mianicopliae em meic mindimo

11 quiicde,

7- A=z subszsténciaz alicerol. poelistilernoalicol, mn-
cresal, benzreno, clorofédrmio, dlcool &tertalguil-swlfato de
sadio = cicloheximida, imibiram & Qermninacio Je
M.anisopliae., & em miitos cascos. borrnaramn g,germinac&o doz
conldices maiz  sincronizada, dimitmgivds o tempo lag. o

cultive a temperatura de 37°C, tambéEm inibiv & germinaslic de

conidios.

m-cresol e aloool

14

u

&~ Doz imibidore? teztados, AP EIE

ter + alaquil~-zul fato de sddico eroduziram aefeitos

[

mor foagnicos em M.anisopliae, aunmetitarnde a express3o de

tubcs aerminativazs mdiltiplos. Com m~crescl o efeito foli mais

duradourc, persisztindo por varios ciclos conidiaizs.

9- H& wuma variabilidade rnatural auanto ao ndimsero de

tubos agerminativos de conldics de Moanisorpliae dettro de um

detetrminado tempo.

& mna

i
u

=

14

10— 0 pdimero de  tuboz aermitabtivos par

—aracteristica de cada limbeasmn de M.anisopliae, deberminada
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11- 0 rescimento de tubos germinativos em conldics de

i

M.anisopliae, & melhor representado naz primeiras horas por

um modelos exponenisial.

17— Oz mutantez YS9, ¥/vi & B/vi tivaeram o mesmo padrio

de germitacic que a linkhaasn E9 de oriaqsm am MO,

X

1%~ A aerminacdco de conldics de .anicopliae & em

comnplexo, que

i
iy
=
s
3
I'[_:
:_.;.
14

furmacs emn Jeral, & Uum Processo

i LEmpo & PO

L
Y

o um programa genetico, o qual e expre=s:s
.

cpago, cuja readlasdio ainda  carece de wma explicas&o mais

rlausivel.

Y
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7~ RESLIMO

Eetuydou-ce a germinacso & alauns aspectos da morfologia

= fizidiogia de Metarhizium ani=sopliae (METSCH.) SOROEIN,

utilizando-=e meics de cultura de diversas composicles =
també&m =substénncias imibidoras de diverzas maturszas.
Dbhearvou-ze a formagio e o crezcimento de tuboz germinativos

em conldios de linhagens zelvagens, mutantes & dipldides.
Verificou- ze rhos estudons  iniciaizs gue, quatdo os

conldios de M. izsopliae produridos em meio mitdimo, =N

-

culturaz de superflicie, sram expoztos & ambisnte ventilado

>
perdiam cerca de S0 % de seu pesc, paela evaporacio da dgua
em & haras. Verificou-=e tambam gue, quanda  cornidios

praduzidos de  iaual modo sram incculados 0 peioc completo

liquida, aumerntavam seu valume =m mals ds S oem 6 horas.
0=z estudoe subsequentes mnostraram @ 12 horas de

ircubacis, mais de 25X de condldicos geral..aram nos Varios

testados, tanto eilidoe come liguidosn. Este tempo pode

meios
ser considerads como o tempo minimo de asrmninacdo (TiEm) .,

para a variedade anisopliae. Uz estudos tambem suaerivamn oue

em meic ligquido & & temperatura ambisnbe, uma concenbtracdo
de 107 cetilidios/ml, parece =er emn alaumas situacdies a mals

T

irmdicada. Houve variabilidade gquarntoe  aco reldmero de tubosg

asrminativos am comldios de Moaniseopliae rum determinado
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tempo. A germinagdc & o crescimento d; tubos aerminativos
poden s=ev representados por L modelo expoﬁencial.
Corziderando também oz varios meics de cultura testados, ©
meio mimime 4+ extrato  de levedura se mostrou um meio basal

Fara a e rm1nac o de conidics e crescimento de coldnias.

Foram emzailadas varias substéncias iribidoras da
aztrmitiaedo de conldios como, glicerol, palietilenoalicol,

berzeric, clorofédrmic, m-cresal, dlcool eter + alguil-zulfato

de sédioc & cicloheximida, cujos efeitos permitiram am muitos
CaSnE um  maicr simcronismo  na germinac®s. Algumas  destas
subzté&ncias além de osmoreadladoras, tambén produzican
efeitos  mor fogénicos, aumentando o e C de tubos

asrminativos dentro de um determinado tempo. Ccoun m-crescl, o
>

afeite morfog@nico fol mais duradouro.

Oz mutarmtes da livkeaaszm ES mSo diferiram rno modo de
germinacSo guatido  compatrado=s Com & lirmkhiagsmn =slvagem de
oriasm, o mesmo hfo  aconbecendo com oz mutantes de F34. A

germinagdo de comidicez deos dipldédides, revelou cada um deles

getrminando  de marezira diferente, 0 trabalkho permitiu
coticluir qus s asrmninac®c de comldicos & um processo

extramamernte comples:o, AQue seque um proarama genetico, o
qual =e expresta o benpo @ No espago e influsnciado por

diver=z=acs fatores ambientaics.
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2-SIUMMARY

Were studied on the asrminaticon of the Metarhizium
anisopliée 'kMETSCH.) SORCOEIN, and several azpectz  the
morphcloay  and phiziclaay., wtilizima culture media of
variouz compositicons and also  inkibiting  substances of
various ratures. The formatiocry and growtkh of  asrminative
tubes were observed in conidia of wild strains ., mnutant and

diplaid.

The initial studies zshowed that when conidia the

M.anicopliae produced i a minimun mediam, in superficial
>

cultures, were eaeaxposed to & ventilated environment they

would loose S0X of their welight, by water evaporation in 6

hours. It was noticed alsc that when comidia produced in an

aqual manmer  were inoculated in & complete liquid medium

they would increase their  volume to more bhan 20X in &

ionirs.

The subsequent studies showed that in 12 hourzs  of
incubation more than 85% of the conidia germinated in the
varioue tested ‘media, szuch az for =olids, &= for ligquids.
Thiz lerath can be considered ag  the micinum time  for
germinaticr (TGm) . for the anisopliae variety. The ztudies

aleo sugaested that i & liguid medium at the enviromental

temperature, & ocorncentratiorn of 10 comidia/ml, it seems Lo
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be in some  =ituations  the most indicated. There was
variability &= to the rumber of ogsrminative tdbes in
M.anicsopliae comnidia in & determined period of time. The
aermination arnd arawth  of asrminative tubes can  be
represahted by an expornential  model. Comsiderina also the
variousj£estea‘ culture media, the minmimum + yeast extract

bazal medium for germination of conidia

[

demncorstrated to be

arid arowth of coloniss.

Various imkibiting substances of_. the conidia
asrmination were tested, as glvcerol, poliethilernsalycol,
Sarzene, chloroform, m-cresol,  alcohol ether +  alguil-
= lembemdb e of sadium ard ~icloheximide, being b=t the affacts
zzezd il many casee Yo increase sincronisos e garmination.
Cmenz of thece subzta: =2, besides being ose~r~mulatorzs, al=zo
rraduced morphogenic effects, increasing +he'.number of

asrminative tubesz within a certain pericd -F Ltime. With m-

crescl the morphogenic effect lazted lormger.

The mutarnts of ctrain E9 did ot dJdiffer in the

garminatiorn marrner when campared to a wild origen, the =zame

8]
-h

did mnot  ocour with  the mutamts F84. The germination
diplcaoids conidia showed each orne of  them germninating in a

different marner. It was concluded by the study that the

aztrmination of the coniddia is an extremely cumnplex process

“

n
i

fallowima & aetetic proaram, whaich express it time and space

and it ie inmfluenced by saveral erviromnmetital factore.
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Tabsla &Al1- Germinaco de conddior da linhagem E9 de
M.anisopl.ae am MM, sob agitagdo, &
tamper atura ambienta em diverzos tempos

& corcentragies.
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Tabela AZ- Germinagso de cotildics da livkhizaem E9 d=
M.anizopliae em MCL, =ob agitag&o, & temperatura

ambiente, em diversce tempos & concenbragles.

Taempos/.
Corc. . &b . 7h ] ! U 10k 11k

in7 59 5% 100 %0 120 115 91 36 117 24 110 15 54,1
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ig= 42 25 39 30 32 1@ 30 15 2% @ 5z 1n &£7.9
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Foi realirada uma amdlise sstatiliztica conforme a Lab



179

Tabzla Ad4- Ardlise de varigncia da germiracsco de comldios da

1irthagesmn E9 de M.anisopliae 1n MCL, =ob
agaitac8o & temperatura ambiente aem diversos
tempos & concentragtes (apds trameformac&o arca

sernc radianoz) .

Cauzaz de variagso GL. S i F
Concentraclies 5 46,2 9,25 0,52 NS
Tampos ) 1419,44 283,89 15, 04 #*
Re=1lduc =25 393,44 15,74

Total 35 15,59 .

NS= N&o sigmifizativo #* gigrificativo ao nlvel de 1%

Th-—--—) 51,55 EEH - ———— J 67,2 + 7.29
3
S - 3 SELES
B ¥ 5E,29
1k-——ed A0, 95 Fortawmto. tenmpo milimimno de germiosc&o,

Tik-—-=2 &£7.58 (TGm)= 11 horas.
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Tabela AS- Germitac&o de conmldios  da limhagen Pegro de
M.anisopliae em MML =zobk agitagda, & tanperatura
ambients, em diversos Ltempos e concentragies.

Tempoz/

Cotre. Sk 7k 2k 100 11k 12k

&N G0N G N 5N H N G N kAL

147 O 100 G100 5 96 17 129 1 4% &4 2 22,0

10€ o 100 1 100 A 94 10 w0 29 32 101 24 25,0

i10= o100 TooE1l 5 4% 22 120 42 41 99 6 31,7

10= o100 1 23 S5 7% 10 100 37 33 54005 23,9

io= 0100 0100 S 20 48 3B 43 35 &7 6 3%.7

10= 0 100 i} &0 s 10 = =0 39 20 ':7}3 = 23,3

G 0,0 1.5 2,4 17,6 52,4 s87.2

G= Minero de cornldics germinados

Nz Ndmero de conldicos rnllo Germinados

Foi reslizada una andlize eztatiztica conforme & tabela

a zmequir.



1imbhizasn

itaglo

By
i

=]

teEmpos
AT T

(=Y gt

Ardlize de varigncia da gernicacso d

M.anisopliae

Pegro de &M =
& temperatura  ambierte em divers
concenbragdes (aptz tramzformac&o

radiaios) .

469, 9%
20957, &1
ZER2, 46

93.PE 0,27 NS
4191, 56 3E, 9 *

o5

=

(=]

Temnpos

Residuc

Total

M= NEo zighnificativo
Sli-—=-? Zera

10k---2
11k---2

1a2khi---

P}
s

Fortartao,

(TGm) =

=)
wd

i

EEETY

Y----3 €7.2

12

horazs.

mific

ativo ao mivel de 14

tempo miminoe de germinacdo,



Tabs=la A7~

M.anicorpliae eem MCL, zob agitag

182

Germiras®o de comldios da livhagemn Pegro de

g, & temperatura

ambiente, am diverzos tempozs e concentracles,

Tampos/ .
Conc.

107
jne
10

R
X
h
£y

]
e

Y
~J
| I ]
1 {!
(XIS

da
B O
L b b
o T s
[y
O (0 [
IR
fa—y

i
fan)
i
1]

-
[¥x]
[ ]
(=S
1]
b

-
RN (O

I I X
o

KT % W T
ool
o~

213 = 5.
107 3 G,
21z 4 76,

M= Nuomer o

Fiai

& SEdUdilr.

G= hNlmero

de conddios

dee comldios

realizadgas dma

FeErmiredos

MEo @ermniectos

*

aridlize aesbatishica

conforme a babela



Tabela AZ- Ardlise de vari&mcia da germinsc&o de o

lirin Pegra de M.anisopliae em

1Y

f=1=311}

tamperatura amnbisnts,

tenpos = coticentragdes (apts brans
arco senc radianoz).
Cauzaz de variag8o a0 S iy

bt 357,90
Tenpas a0 2100%,.4%
Re=1duo 15 940,35

7,3 Portarntc, hbempo

9 horaz.

{TGm) =

[=311]

lrimo de as

183

avldicos da
zob

ML

diversos

Fiiirnac&o.,
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Q
i

Tabela A7- Germinag&Eo de conldics da  limkhaasm E9

[ ]
x]

J
0

M.anicopliae =m MM =dlido, & temperatura de 28
em diverzos tenpos.

Temnpos/ -
Campoas Sh b 7h iy ey 10k 11k 12k

1 o1z a an 1 10 31 Z 04 2z o9 10 F 30 4
= oz 4 35 1 = 1 = 210 320 14 v o0 15 1
3 1 11 4 S0 2 1a I 711 023 0% 12 4 24 0
4 0 14 4 50 2 10 4 10 10 13 25 10 26 3 2 1
= o 2 5074 21z ooz & 16 32 16, 18 0% 2001
€ o = 4 71 4 26 L9 9 12 37 & Zo %101
7 g 3 4 31 4 1& 2 51 712 3z 10 42 9 13 2
= g 3 Z & 7 17 513 12 12 2% 11 =0 7 13 1
~ o 1 11 & 22 3% 14 25 3% 10 14 2 & 1
10 1 10 4 4& e 15 512 11 2 36 10 5 4 4 0

- Mbimmeroe de comidioz germinados

M= Hamero de conddics n@lo germinados

Fei o realirzada uma amdlise sststiztica canmforme a tabela



Tabela A0~

da

temnperatura

tramsform

Aralise .

1inbkaaemn

de

de 2870, emn
s lla el arco Serno

diversos

185

varifrncia da germinas8o de conidios

E9 d= M.anicopliae =m MM edlido, &

tempos  (apbs

radiarmos) .

Campos
TemEos
Residuo

Eh~~~~-}

sigmificativo ao

Fortarmho,

(TEm) =

1

T (]

Tl

mlvime

il vel

de germinas&o.,



i

Tabela All- Germinagio de cornddics da

186

lirkagzr E9 de

M.anicopliae em MC gdlida, & temperatura de 28°C0
s

Tempos/ -
Camnpozs Sh - &l 7k Sk Sk

1 a =z 2 & 10 7 11 3 13 1&
b 1 1 o = 8 % 10 4 135 0
a o 2 2 09 T 5 18 9 8 2 3
4 L 46 1 & 5 &6 14 2 7 1 =z
b 10 3= 1 = & 3 17 8 2 1 =z
& 11 36 =10 7 13 43 € 3 0
7 11 340 3 8 58 20 0% 7 1
& 19 77 2 1 i 1 1z 7 2 &
£ 19 32 2 .2 3 1 16 4 4 2
in 12 4@ 3 3 4 7 8 1 1
WG 1%, 4 28,1 46,4 77,3 B&,. 2

¥

G= Nimero de conldios germinados

N= Ndmero de comldioz nllo germinadozs

Foi realizada uma andlize =sstatiztica

& meduitr.

5007 91 32 24 4
5 1 25 3 23 1
S 2 28 2 26 1
4 2 5 0 =26 1
2 71 4 25 1
T 3 34 =2 1e 0
6 0 =32 44 0
& = 82 4 2501
2 0 =25 4 25 1
3 1 74 & 33 1
25,4 94,1 &, O

conformse a btabels
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Tabela A1Z- Armilise de varifncia da germicac%o de conidios
da limhaasm E9 de M.anisopliae em MC sélido, &
temperatura de 2EPC em diversos Lenpos (apbs

tramzsformnas®c =m arco saeno radiarncozs).

Cadzaz de variacdo =L S iy F
Camnpos 2 1113,76& 123,75 0,99 NS
Tenpos 7 3zl4e2, 1z 4592, 59 36,74 *#
Resilduc &3 757508 125,00

NS= N&o significativo #% zgigrificativo ao nivel delX
Sbi-—-—-—— D> 23.0
Ehi-===) 30,9 55, 0=~ D ET7.E + 22,8

N

E

|

i

i

i
N
A
n
I

Sy ey GO S Portarto, tempo mlmimo de germinascdo,
iy e = 3 70, 0 (TGEmY= 2 horas.
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Tabela Al3- Germinacso de comldicos da  limkhagem Pegro de
M.anisopliae =m MM =&lido, & temperatura de 28°C

em diverzas temnpos.

1 0 23 2 e 4 S 11 64 12 86 23 44 20 10
= 0 =1 1 26 4 53 =z 45 9 30 43 & 23 =
3 o a8 1 45 & 47 21 64 10 13 30 1 31 =2
4 e 0 29 g 50 25 95 20 11 D4 6 24 2
S o &g 2 50 S 38 20 126 23 30 46 4 41 1
& =z 47 354 1225 2 >7 2323 40 2 26 2
7 0 &4 1 29 S 61 17 27 25 11 &5 & 11 =2
S &0 =233 1223 12 24 31 41 33 13 17 1
o 025 2 91 & 25 17 - 23 25 47 &5 = =2 |
10 0 103 = 2 715 15 30 21 14 31 10 13 2
7G5 a,7 H2.8 15,2 26,0 41,0 21,2 27,9

e dMiipero de comddios  germinados
Ml tbhbenape o de conldics mE8o asrminados

Foi realizada uma amdlize eztatistica comformse a tabela
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Tabela A14- Andlice de variancia da germinas8o de conidios
dz limhaaosm Pegro de M.anicopliae em MM z&lido &

tonperatura de 2ZEPC em diversos tempoz (apdb=

transfornaco em atrco seno radianos) .

e v o -t 2 a0 o0 oy v o by iw A o Pem s om ran e mmm M e b e e gy e e e A e M s G e e M Sem e mme el e s G e e e A Re e e e e e e

Cauzaz de variac&o [ER S =M F
Camnpos 5 1700, 21 122,92 2,31 #
Tempos & 30421 .59 Sea0, 2 97,54 *4
Feslduc =4 3631, 84 &7 .26

* Sigrificativo *¥% zigrificativoe ao nivel de 14X

]

Sh----> 4,7

Eli-==--2> 10,7 OS, QY- 67,2 + 25,5
Thi———— 24,2
bl
S > an.a Portarnta,. tempo mininog e germinac®o,
Doy mm—? 4T, 1 (TGm) = 11 horas.

10k--=) 66,6

1ik-==> 70,8



Tabela A1S- Germinagic de condldics da

190

lirmhagem Pegro de

M.anicopliae em MC s&lideo, & temperatura de 28°C
em diversos Ltempos. .
Temnpos/.
Campozs ] I &h 7h Zh Elg 10k 11k
G N N F N & N 5 N G N N
1 7 as 13 23 4 & 76 £ 44 20 1 45 0
= S 99 16 22 & 1 89 1 z 23 1 41 D
& 5 88 19 2 S5z 7 95 & 1z i4 0o 35 1
4 £ S0 16 29 38 3 23 5 46 40 1 2 0
5 11 74 24 16 19 3 110 4 45 1z4 2 16 0
& 1 4 & 7 9 3 €69 4 Z= 59 2 26 0
7 0 26 1216 45 9 57 5 4 43 1 25 O
o oz 11 26 g 1 53 1 7 1 0 34 0
o 1 1% 40 S0 2% s 43 1 bE 3= 0 41 0
i 4 S0 16 3z 2 1 z23 1 47 11 o =1 i
AL 7.7 41.2 85,2 DEe, 0 Sa. 0 SEL3 2,4
F= Nimero de conldicos asrminados
N= Ndmera ce conldicozs mEo germinados
lirada uma armdlize sshtatlstica conforme a tabela

Foi re:
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Tabela AlE- Ardlicse de vari&ncia da germinac&co de conldics

da limkagen Pegro de M.anisopliae em MZ  =&lido,

& temperatura de ZEC em  Jdiversos tanpos
(apdzs transformac®o em arco Seno radianoz).
Causas de variag®e 6L so o Fo
campes 2 ame.z3 | s0.76 1,19 NS
Tampos & 46471,73 7745, 29 182,01 *#
Re=ziduo =4 2237, 90 2,35
retal 6o 4mnze.ss
Noe Nio simmificabive | 4% sigmificative ao rivel de 1%
Sy > 14,0
Gl ==~ > 40,0 R > E7,2 4+ EELT
T D E3R,7
o e > 78,3 %or:aﬂto, tempo mimino de qerminacfo,

= ERE > EZ,7 (TGm) = = horas.
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Tabela A17- Germiragldo dJde conldios da} limhagem E9 de
M.anicopliae em MM+E =dlido, & temperatura de
2870, e diverszos tenpos.

Tempos/-
Campoz . Th

i 4 3% 0 2 33 33 3 3 34 16 Bz & 27 1 15 1
= 3 4 i 2 46 20 = 5 92 13 406 05 26 1 41 =
o 7 &1 1 3 44 25 3 =5 53 18 46 10 47 7 51 1
4 So40 0 = 47 25 5 2 45 i1 41 & 43 3 43 1
ol 5 S0 1 &3 47 34 T3 25 7 2 g 55 1 5z 2
& 3 23 3 7 &1 23 7 1 12 9 &1 2 S8 4 56 2
7 2 05 4 17 59 32 & 3 2 210z g 126 3 56 2
& 3 54 & 19 Ss2 27 140 3 4 T 1z4 10 47 Z 34 1
S 210 221 2325 10 5 1 2 86 16 Sz 4 =0 2
10 o122 21 36 21019 4 4 7 % 116 12 Sz 1 2% 1
WAL 2.4 30,3 &£1,.7 &E,7 74,0 89,7 5.0 D&,
G= N4amereo de conldiozs germinados

N= Numero de conldics rn8o germinados

i
fo)
i

cstatlztica comforme a tab

i
i

Foi realizasdas uma andlise

a sequir.
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Tabsla AlSZ- Arndlise de varid@ncia da geﬁmiﬂ-;ga de conidios
da lirhagsm E9 de M.anicopliae am MM+E =zd&lido, &

temnperatura de 2870 emn diverzoz temnpos (apbs

trameformag®o em arca serno radianos).

e o tan tom oo e o pom e oo b G e e e v e o T M e e e am e m brm e b r e e e M e MR M e e M e e me e e o e e ma e M e e e e e to e

Caucas de variaco =0 S 2m F
Campos o E46, 63 71.25 1,21 NS
Tempos 7 34135, 33 4376, 42 S2,40 %%
Rezlduc 2 3723, 24 o9, 1&

NS= NEo significativo ¥*¥ gigrificativo ac rivel dell

Sl ——— 2 20,1

L > 26,1

TP B1,Z 25,0%--—~-—~ D ET7.Z I 24,

by - ? 5S4 E ’

- —-——- > 55,9 Fortamto, temnpo minmimo de gsrmninasdo,

il:!h""'*"‘) 70,9 (TEm) = 10 horazs.

Pik—memd 77,3
1o} 79,5
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Tabela Al7- Germinag8ce de conldios da limbhagemn Pegrao de
M.anisopliae =m MM+E =&lido, & temperatura de

ZEPC, aem diverzoz Lbempos.

Tenpos/ ..
Campos . Sk

1 4 32 7 13 4 4 32 3 S | 15 0 30 0
2 7 53 3 & 9 3 44 4 14 1 12 1 33 0
3 g8 43 i 3 14 6 41 4 2t =2 = 0o 32 1
4 27 a9 29 7 a7 3 3% 1 26 1 320
5 3 48 4 12 o 3 2 2 4z 2 30 i 15 0
& = 26 3 7 & 1 33 5 27 1 41 2 5 0
7 1 33z 1 1 s 2 27 =S S 1 i9 1 17 0
B n o 2 7 10 & 13 3 3 00 30 0 34 1
9 17 3 9 11 4 25 B 4 0 7 o 40 0
10 2 2% 10 2% 19 & 33 2 44 X 7 1 33 0
“3E 11.6 26,4 72,7 ] K el S DELT I, 2
Gz Mimero de conidics  germinados
Nz Mmero de comldios n@o germinados
i orealizads wme anmdlize estatistica crrformes tabels

Aomemmiir.
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Tabzla AZ0- Arndliesse de vari&ncia da germinac&o de conlidios

da lirhagem Pegro de M.anisopliae em  MM+E

edlidc, &  temperatura de 280, em diverscs
teamnpos ( apds  transformacda em  arcd  SeRo

radiarioes) .

Campos o S20, 96
Tenpos & 43402, 26 7
Reslduo 54 000, 0

= b3
W~

NE= NEo sigmificativa ¥ eignificative ao mivel delX

El—~—~2> 32,0 I - E£7.2 + 26.7
ZhH--—-=3 53,1

Al 70,4 FPortarto, tempo minime de asrminas®c,

et =Y (Tmy= 2 horas



o

Tabela AZL- Germinaco de comldios  da

lirmhiaaemn

196

Pegro de

M.anisopliae = MMIL+E =zob agitac8o, &
temnperatura amnbiente, em Jdiverzoz temnpos =
comcaertracdes.
Tenpoaz/
Cotric. bar] o 7 Eia 10k
G N ] N Gi N = N pAL
10- 10 102 46 9 79 2% 104 16 54,2
10e 4 939 49 51 4 20 =23 13 54,8
10 & 24 4 52 I3 7 99 1 61,5
i« 3 &N =1 49 =7 4 95 ey &3, 3
i0= 1 10 43 52 S0 10 Qo = 76,2
in= o 20 =2 23 a9 11 a0 i .4
WG .9 47.9 26,5 94,6
Gi= Niltmero de conidios gsrmninados

e aserminados

-

MNiimero de comldios

Foi realizada uma andlizse sstatlzstica

& TEdudlib.

o fForme a

tab

i

1

=



Takbela AZZ-

da 1irnkhagemn

agitag&o,

temEos e

ar i S

197

i
variancia da germitasico de conidios

Pegro d= M.anisopliae em MML+4E, sob

& temperatura ambisnte, @ Jdiversos

concetbragies (apds Lransformacdo em

radiarnozs) .

Cotncentragtes a 290,85 ez,17 2,02 NS
TeamEos A 15271, 10 S290,37 156,40 *#
Fesiduo 15 507,39 33,83

Tt =23 16669, 34

-3 43,
B R s I <3

1o et e e I

PO

(]

[x]

~

zignificativo

T T
wie el AL

&£7,2 +
Fortanto, temnpo mitidno de germinacdo,

(TGEm)= 9 horas



Tabe=la AZ3-

Germirnac&s de corddio=s

M.anisopliae em MML+E,

temperatura  ambiente,

e concerntrasiiaes.

198

da ' lirkbheagsm E9 de

Temp05/5
Corc.

- ow e e e S W N R M e Y M S e MMe M MM e S W GUR e e M Mm et mm e e 00 Bam S S e Bme mmm SV M R S G Mt S M M el A Ml e s e M R e e S e S em

Sk T S
G N G N G N
2 9% 43 &7 =1 Sz 09
3 101 51 &3 =3 4% 0%
o 71 =1 &1 7% 37 09
3 60 43 S\ 73 31 7
T oAz 32 34 61 2 5
1 29 24 25 40 17 003
3, o 44,1 £7,2

Ndimetr o

Niltmer

Jde conldios gsrminacos

b
n8o germinados

e

corlidios

=ob agitagdo. &
am  diversos temnpo=z
10k 11k
G N G N AL
7 41 101 20 53,7
1 3% R B 53,8
1 37 21 13 =2, 7
o Z& a3 =] 52,9
21 49 = £5,9
=2 5 46 1 &5, 10
73,3 H6, 8
stice conforme a Lbahbhela



Tabela AZ4- Ardlise
da lirhk

agitagd

temnpos
arco S
Cauzas de variag&o
Comcentraciaes
Temnpos
Re=ziduc
Total
*¥ gigrificativo ao
Shi-—-=2 10,8

Th---=> 42,1
Fh----> 55,7

10k--->

1lh-~--2> 70,6

199

de varid&ncia da asrmimacfc de conidios

E? de M.anisopliae em MML+E,

agem

O & temreratura ambistte, amn Jdiversos
2 cotcentragies (apds tramsfarmas&c em
ro radiaas).
E1 S0 =M F
= 261,12 S2.22 7,45 *#*
4 12940,59 3235,15 461,59 ++4
20 140,15 7,00
29
riivel
B, M- 67,2 1 21,4
>
Fortarmto, btempo minisms de geroinsco,
{(TGmY= 11 horaszs.
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Tabela AZS- Nimero de tubos germiratives de conidicos  da

a
limhagen E9 de M.anisopliae =m 18 horas a 28°C

em MC sdlido.

Tiposz de Germ./
Rapetiglias ; E

1 b 2 ] 17 0
2 X 4 i 14 1
3 0 ] = 15 1]
4 1 3 = 13 i
S 1 4 0 = ]
& 1 4 (] 12 3
7 b = i i4g z
] { 4 1 ] 1]
o 2 4 ] 13 1
ig 1 o 1 = 0

NG= Nuimera de comildiocs n@o gsrminados

Tl=  Nomero de comldicos asrminadoz com 1 tubo

&

Th=  Namsro de conldics germinadoz com 2 tubos o mesmo Folo
TDO= Niimerce de conldioz asrminados com 2 tubos opozstos

TT= Némero de comlidios asrminados com 2 btubos

histica cujos resultado=

Fol realizada  wumna



Tabala AZE- Andlize de varidrcia do ¢dmeros de

Qerminativos  de comldioz da  limhaaen

®Z em  MC

M.anisopliae em 13 horaz a 2

ax]

{apdz Lranzformacic am VH+D,5 ).

Causas de variag&o GL S G
Tipos de germinasdo 4 32, 76 =, 19
Rasl duc 45 22,14 0,63
Total 49 &0,90

0 eztude comparativo daz médiaz do mtmero  de
asrminatives de conmddicz da  limkaagenm E2. foi feito
do Teste de Tukey, cuiocs resultados e=t8o a =eguir.

-
-

Tabzla AZ7- Comparac3a das meadizs do Rlunero de

aerminativos de conldics da  limkhaogem

M.anisopliae aem 12 haoraz a 28°C  am MO

(apds transformacio am

Tubos M&dia do rolimeroe de tuboz em 10 repehicfes(

“

=

Y
oo O N
RN I s [R2]

T

4

(1) Valores seauidos da mezma letra m&o diferem aembre
tilvel de SY de probabdilidade.

Godeme=. relo Tezte de Tukey a@o nmivel de

probabilidade fol de 0,905,

201

tubkosz
E9 de

zdlido

tubos

abravés

tuboz
E9 de

zhlido

= =g
S o



Tabela AZE-

Ndmera de tubos germimativeoz de conidics de

(mutante da

livkaaemn E9)

28°C em MC

d

=

202

M. anicsopliae.

=&lido.

fory

b

17 2

. 17 i
20 1
20 ]
1% 1
17 th
i3 4
= 1]

o 1

18 horas &
Tipos de Germ./
Repaetiglie=s NiE
1 ]
= 0
3 O
4 1
= 4]
& o
7 i}
= a
= o
1a i}
Y

Ml o

Nlirne o

T Nirna o

TDhO= Mdamero
TT=  Nmstro

ol

seqauir.

realizada

1clioz

fantt iy

conrlodios

corldios

uma analis

& FErminscdos
mearminados  com
asrminados Som
aetrminados Coin
aerminados com
e szhtatlizstica

catriforims

1 tuba

tuboz o maesno polo
tuboz oposztos
tubos=s
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Tabela AZY- Ardlize de varid&ncia doo O omhimero de tubo=

o

agrminativos de conldios de YD {(rnutante d
limhagem E9) de M.aniscopliae em 12 horas

& 2E°PC em MO =&l ido (apdz transformacdo

fh VH+U,5 ).

Tipase de gsrminacic 4 &5, 1
Rez ] duc 45 12.5

¥ gigrnificativo ao nivel de 1X

O estudo comparabtivo das ms
)y

germinativos de comddicz de YS, foi feito atravesz do Teste

P
L o

o rdimers de bubos

YS, {(mutantse da

12 horazs a 2290

ﬁmnV:ﬁ+D,5).

wm MO sdiicgs (apos
Tz Méadia do rbdmero de Tobaos oam 10
ThD
T
T -
T o
“‘-! !.-.-‘ |j

lotia m@lo diferen entre 21 ao

(1Y Valaor

riivel de

Feond Lo
e prdielon Lot

cer Toaliesy ao nilvel cha o M de

A dom.=. . =T S T
proabd lidacs for de D,




ANCE IS P ]

Mlimsro

fit
I
it
ot
51
I
(¥

(it aante

B/vi

tuboz germinativos

&

conddios

limkamaen E9) de Moanisop

=i M =41 ido.

204

e

liae

am LS horaz., &

Tipos de Germ. /S
: o 1y
Fepetiglez MG
1 i
= el
o i
4 ]

[N

1T e

-7 o
/ e
- -
= 3
P -
e s

1

Tl Th TDO
7 11

X1

Pt
0

-
J o
s 0]

ORI ) I

i

s
IR
-

[
WO i e D0

OO ORI S /T I B S S T I S S
[
T i

TT

1T b pO R e b

[ani O oK

Nidmaro ode condidicos p&o

10

ool dios
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varidgzia do TN 11 =] )
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m
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M- sdlido (apd= tramsformnac&o

tubos

daz méddiaz do  mdmaero de
de B\vi, foi feito através do Teste
b
e=zt8o & seguir.
das midiaz  do rolimesra e tubos
de comlodiaz de B\wi (it armtbe da

limhasen E9) de Moanizopliae, am 18 horas s 2870
em Mo =hlido (ards btramsformaoo

Tuboz Madia oo mbmero de huboz oem 10 repeticfes (1)
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Tab=la A34- Nimero de tuboz gseminabivo=s e comldios e
¥/vi (mutante da limhegsmn E9) de Moanisopliae em

12 horas

m
0

b}
(]
X

arn M =dl1do.

=~

1 0 £ o = 1
= i E 4 1% 1
] i 7 =z 11 i
4 = > 1 iz 1
= i 5 i o =
& 1 £ z ia i
7 { 7 el 10 1
= 1 = A i1 1
T ] e 1y 7 i
in i i1 i i1 0
M= Nlmero de conldios nd8o gsrminados

Tid=  Nbmero de conidios germinados com 1 bubo

Th= Miyrmero de comldios agerminados com 2 tubos mo mesmd polo

ThO= hMidmero de comddios com 2 hubos opostos
TT= Milimero de comldiozs germinados com 3 tubos
Foi reaslizada uma andlize estabtiztica comforme a Ltabela
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G valrl&ncia do | orimero de tubos

3

Tabela AZZ- ARAli

4]

P

aerminativez de conidics da  linhaaosm F84 de

M.anicsopliae, «m 1F

(apds bramsformasdc  =m Vit 0,5 ).

-~ [

hovras, & Z8°C em MO solido

Causas de variag&a {0 S M F

Tipos de gsrminagdo 4 5.6l =, 910 53, 86
Flees 1 o 45 7,44 0,17

¥ migrificative ao rnlvel de 11X

O eztuds  comparative das  médias do mdmero de tubos

germimativos de comidics da linkagenm F84., foi feito abraves

do Tezte de Tukey, cuijos resultados estic a zequir.

Tabala A39 Comparasico daz médiaz oo maresro de tubos

de  comldios  da Timbansmnm F84 de

v""l'

v

U

L&

DY
i
X

]
_
=
e

sofpliae, em 12 hooras., & 2890 em MO =dlido

2
o
3
[ n

(apde tramsformas8o =m

Tubos Madia do ndmero de tuboz oem 10 repestigles (1)

(1) Valorez seguidoz da mesma letra mdo diferem enbtrs =1 &ao
mlvel de 8% de probabilidads.

~

Fodames. s, Felo Tezste de  Tul:

aca mnlvel 3 = e

~Hom bl 1 dmdds Feud e 04530
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Tabela A41- Arndlise de variamcia do  dmero de tubos
aarmitativos de conldiaz= de  F84nic- {(rnutante

da lirmbtagem F84) de M.anicopliase. =m 18 hotras.

& FEO0 am MO os&lido (apds  bransformnasdo =00
JH+D,5 V.

_.*
=
!fl
ll
G
33
T
=
%8
7
Yi
ae
Ct
peY
~
~
i
o
~J
1
1
o
~
fan]
(s
b

#% sigificativo ao rilvel de 11X

do meamaero de tubos

0 eztudo comnpsrativo

aerminativos de conldic: de FodaicT, foi  Teito atravé

do

w

Teste de Tukey.

coo o mdimero de Loz

germinativos de corntdios de FBd4nic™ {(mubante da

M.znizceliase . 2m 18 horas. &

i

livhagem F384) e

ii

TEPC @n MO sdlido {apd: bransformacfo emV=s0,S).

3

N
~J
[
Y
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A,
Tid 2,42 kb
T .93 -
TD LIS B
TT .71 ¢

(1) Valorez seauidos oda mesma letra mf%o o farem entre =1 ac
wlvel de T ode probabilidade.
Loz e Toghoe cen ol e B9 de
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Tabela A43- Nimerco de tuboz germinatives de  coamldicz de
F34tia- (mutamte da limhaasmn F84) e

M.arnicaopliae, am 15 horaz, a Z22°C em MO =dlido.

Tipos e 3eri. S
i~ tiglaes NG TU TD TLD TT

PR

1
o]
—
L

A I N R O B

RN R ARNR AN N AN
=
fa ]

LS P T N 5 OO I Y S OO
[ X SR S S S N S S P Uy

& i o I
7 0 = i
= 0 z 0
£ o E 1 2 0
10 4 = = 2 0

NG= Nlmero de conddics n&o germinados

TU=  Nimerco de comidics germimadoz com 1 bubo

Th= Nuamero de comidics germimados com 2 tubos mo meszmo polo
ThoO= Nimero de conldios germinados com 2o tubos opozitos
TT= HNamerce de conldioz asrminados com 3 bubos

I

Fri realizada uma andlise estatistica conforme & tabel

& Saeauir.
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Tabela A44- Ardlize de varigncia do fdimero e tubos

azrminativos de conidioz de F84tia- {rutante

da lirdhazoem  F84), de M.anicsopliae, em 12 horas.

a 220 em M sdlido (apds btransformac&o em

Cadzas de variagdo GL S M F

Tipos de gsrminac&o 4 &3,
Fasl dus 45 4

#% gignificativo ac mivel de 1%

tubos

i
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4]
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Q

armimnativos de conldics de F&4tia— .,

3
]
Teste de Tubkey, cujcs resulitados sst8o = zeguir.

Tabelsz ABS  Comparacso daz médiaz  doo mdmero de Lubos

aerminativozs de conldios de F84tia™ (nuutarnte da

1inmbhaasn FE4) g= M.ani=sopliae, =m 18 horas, a

oF am MO =4lido {(apds tranzsformacd&o emVﬁ+U,5).

(O =<4

Tk Madia do mdmnmero de bubozs oem 10 repebicies (1)

L zseauidos da mezins let
ridve ! oe SNode probabdlidaco

C e T B ol To
porodns ol T cods fod do 0.0
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bhuoras,

(F84ric- YS

a  23°C

MZ =

Nimera de tubos germimativos

)

de

s 121

&lido.

cornldios

M.anisopliae.

214

|j ()

=In

NG

-
L}

TDO

AR}

ot
b

L)

L L

NE= Namero de conldicos

Nutmesr o canldios

P asrminados

germinados Com

de conidios

i

Niimer o

oo iodios

[}
l11]

RN Nz o

d

i
]
.
3
f 3 5y
{
.

= Nilimper o

L3

garmitacdos Som

ciap i machns o
cpE Al acios o

i
et
Bt

[ Qi W8

=

e

o

Foad]

":. 4 tx [t
tubos
sz

tiloos

o mesme polo

[} e 327 t_' a3

sdetica oconTorme a babela



Tabela A47-

aasrminat

de

ivos

Y3)

MC

215

do e r o de tubos

vari&mcia

corldios do diplbide DS

de

Tipcz de germimas&c

Residuos

de M.aniscopliae, em 18 horas, &
zdlido (apd=s  transformac&o amn
S oM F
4 T4, 82 13,71 72,60 Fd
L= .50 a,1%

0 e=studo
aerminativos de
de

Tezts Tuibay,

Tabelan AR Comparasd
aerminati
¥ YS)

shlido (&

mlivel de

comparativo das

e M.anisopliae,

P

transformacdc

o

e

do mdimer o

mediaz

comldics do diplédide DS, foi feito abravés
cwios  res=ultado:  esztic na  tabela a
o daz médiaz  do mlimeEro e tubos
vior de comidios do dipldédide DS (F84nic™

. & S8R0 em MO

i

em 18 hora

" Média do rumero de tubos em 10 repetigfez (1)
T 3,57
P 2,22 b
T 1,68 =
T n,e1 d
T 0,71 P
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mive! de SY ode probabillidade.
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