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CARACTERIZACAO FISIOLOGICA E MOLECULAR DE LINHAGENS

DE Metarhizium anisopliae

Autor: Gilberto Ubida Leite Braga

Orientador: Prof. Dr. Claudio Luiz Messias

RESUMO

O estudo de caracteristicas fisiologicas, como a germinag¢do, a producio
de exoenzimas hidroliticas e o crescimento em substratos especificos
tem ajudado no entendimento de aspectos basicos da biologia e da
entomopatogenicidade do deuteromiceto Metarhizium anisopliae. Foram
estudadas as produgdes de quitinases e de proteases pelo fungo, com o objetivo
de se estimar pardmetros fisiologicos, como a cinética da producdo destas
enzimas, € genéticos, como a variabilidade, a herdabilidade ¢ o progresso
esperado no melhoramento genético. Os resultados mostraram que existe uma
grande variabilidade genotipica entre as atividades quitinoliticas apresentadas
pelas 16 linhagens avaliadas. Os altos coeficientes de herdabilidade indicam
que um progresso significativo pode ser obtido através da sele¢do fenotipica
clonal para a producdo de quitinases. A cinética da produgdo de proteases foi
estudada em duas linhagens. Uma das linhagens apresentou a maéxima
atividade proteolitica durante a fase de crescimento exponencial, enquanto a
outra apresentou-a no inicio da fase autolitica. Em todas as condi¢des de
cultura, as duas linhagens de M. anisopliae apresentaram uma autolise intensa,
que se iniciou logo apos o esgotamento da fonte exdgena de carbono. A

respirometria foi utilizada para acompanhar a germinag¢fo € o crescimento em



meios contendo fontes de carbono de diversas naturezas (monossacarideos,
polissacarideos, aminoacidos e proteinas). POde-se constatar que a germinacdo
de M. anisopliae, como a de diversas espécies de fungos, foi marcada por um
aumento significativo no consumo de O;. O consumo exponencial da fonte de
carbono ¢ o de Oy coincidiram com a fase de crescimento exponencial das
culturas. O QO; atingiu seu maior valor durante a fase de crescimento
exponencial, diminuindo drasticamente apos o esgotamento da fonte exogena
de carbono. Tomando-se a glicose como referéncia, observou-se que a caseina,
a caseina hidrolizada e a N-acetilglicosamina aceleraram a germinacdo,
diminuiram a duragdo da fase lag ¢ aumentaram a taxa de crescimento. Este
fato demonstrou que o fungo pode utilizar prontamente os mondmeros dos
principais constituintes da cuticula do inseto, o que representa uma adaptagdo
fisiologica a entomopatogenicidade. A variabilidade genética na espécie
também foi acessada através do uso de marcadores RAPD. Os "fingerprints"
gendmicos obtidos permitiram a identificagdo de linhagens e de variedades de
M. anisopliae. A variagdo nas distdncias genéticas entre as linhagens de M.
anisopliae var. anisopliae (0,0370 - 0,4839) demonstrou a existéncia de uma
grande diversidade entre os gendtipos do grupo, indo ao encontro da hipotese

que considera M. anisopliae uma espécie criptica.



PHYSIOLOGICAL AND MOLECULAR CHARACTERIZATION OF
Metarhizium anisopliae STRAINS

Author: Gilberto Ubida leite Braga
Adviser: Prof. Dr. Claudio Luiz Messias

SUMMARY

The study of physiological characteristics such as germination,
production of hydrolytic enzymes and growth on specific substrates has led to a
better understanding of the basic aspects of the biology and
entomopathogenicity of the deuteromycete M. anisopliae. Chitinase and
protease production by the fungus was studied in order to estimate
physiological parameters such as the kinetics of the production of these
enzymes and genetic parameters such as variability, heritability and expected
progress through genetic improvement. The results showed that there is wide
genotypic variability in the chitinolytic activities of the strains. The high
heritability estimates indicate that great progress can be expected in clonal
phenotypic selection for chitinase production. The kinetics of the protease
production of two strains was studied. One of the strains showed the highest
protease production during the exponential growth phase and the other showed
its peak at the beginning of the autolytic phase. Under all culture conditions,
the M. anisopliae strains presented intense autolysis which started soon after
the depletion of the exogenous carbon source. Respirometry was used to
monitor germination and growth in media containing carbon sources of
different origins (monosaccharides, polysaccharides, amino acids and

proteins). The germination of M. anisopliae, as that of various species of fungi,



Xi

was marked by a significant increase in O consumption. The exponential
consumption of the carbon source and of O, coincided with the phase of
exponential growth in culture. QO, reached its highest value during the
exponential groth phase and was drastically reduced after the depletion of the
exogenous carbon source. Taking glucose as reference, casein, hydrolyzed
casein and N-acetylglucosamine were found to accelerate germination, to
decrease the duration of the lag phase and to increase the growth rate. This
demonstrates that the fungus can readily utilize the monomers of the major
constituents of the insect's cuticle, a fact representing a physiological
adaptation to entomopathogenicity. The genetic variability of the species was
also estimated using RAPD markers. The genomic fingerprints obtained
permitted the identification of M. anisopliae strains and varieties. The variation
in the genetic distance between M. anisopliae var. anisopliae strains (0.0370 -
0.4839) demonstrated the existence of great diversity among the genotypes in
the group, supporting the hypothesis that M. anisopliae is a cryptic species.



1-INTRODUCAO

E de extremo interesse a utilizagdo de um sistema preciso de
identificagdo individual em programas de melhoramento genético de
microrganismos. Isso permite que os organismos envolvidos sejam
sistematicamente monitorados, principalmente em ensaios que envolvem suas
liberagdes no meio ambiente. Diversos trabalhos tém destacado a importédncia
desse acompanhamento ser realizado através do uso de marcadores genéticos
confidveis, particularmente no caso de microrganismos que sdo melhorados
geneticamente com a finalidade de atuarem como agentes controladores de
insetos-praga (Michelmore & Hulbert, 1987; Bidochka et alii, 1994; Tigano-
Milani et alii, 1995).

A identificagdo rapida e precisa de isolados do deuteromiceto
entomopatogénico Metarhizium anisopliae, usado no controle de insetos-praga
¢ de vetores de doengas, teria, portanto, uma série de aplicacdes dentro de um
programa de melhoramento genético que, muitas vezes, possui etapas que sio
realizadas em ensaios de campo. Nesses casos, um sistema que permita a
distingdo entre os isolados ensaiados € a discriminagdo desses isolados de
linhagens pertencentes a populagdo autoctone tornaria mais facil e segura a
condugdo do experimento. Os beneficios da caracterizagdo precisa também
podem ser extendidos a estudos de persisténcia ambiental, de dinadmica de
populagdes, de competigdo de linhagens, ou mesmo a verificagdo periddica da
estabilidade genética ou da presenca de contaminantes em linhagens mantidas
em laboratorios ou bancos de germoplasmas, por longo periodo de tempo (ver

Kohn, 1992 e Foster e alii,1993 para uma revisdo especifica).



Os processos utilizados na identificagdo de microrganismos vém sendo
continuamente aperfeicoados. Até o inicio da década de 80, baseavam-se quase
que exclusivamente em caracteristicas fenotipicas, muitas vezes de natureza
multifatorial, como, por exemplo, em aspectos morfoldgicos, producdo de
enzimas, resisténcia a drogas, requerimentos nutricionais € composi¢do
bioquimica (Messias et alii, 1983; Sosa Gomez & Alves, 1983; Adaskaveg et
alii, 1988; St. Leger et alii, 1992a,b). Entretanto, sendo o meio ambiente o
responsavel por uma fragdo da variabilidade fenotipica, tais metodologias
podem ter sua confiabilidade afetada.

No inicio da década de 80, com o surgimento dos marcadores genéticos
baseados em andlise direta do DNA, como o "RFLP", minimizou-se o efeito
ambiental inerente ao uso de caracteres fenotipicos. No entanto, a obtencdo de
marcadores de "RFLP" ainda apresenta dificuldades que limitam a sua
utilizagdo, dentre as quais podem-se destacar a complexidade metodologica € a
necessidade de conhecimento prévio das seqiiéncias analisadas (ao menos em
alguns casos). Isso torna dificil ¢ onerosa a obten¢do de um grande numero de
marcadores, dificultando a constru¢do de mapas genéticos suficientemente
densos. (Williams et alii, 1990; Caetano-Anollés et alii, 1991; Waugh &
Powell, 1992).

No inicio dos anos 90, um novo grupo de marcadores moleculares
baseados na tecnologia do PCR, denominado RAPD (Random Amplified
Polymorphic DNA), permitiu que a obten¢do de marcadores de DNA se
tornasse um processo relativamente simples e rapido. (Welsh & McClelland,
1990; Wilhams et alii, 1990). Atualmente, os marcadores de RAPD tém sido
utilizados na identificagdo de gendtipos (Welsh & McClelland, 1990; Caetano-
Anollés et alii, 1991; Bidochka et alii, 1994), na construgio de mapas
genéticos (Willians ez alii, 1990; Williams et alii, 1993; Reiter et alii, 1992),



como auxiliar em programas de melhoramento genético de diversas espécies
(Martin et alii, 1991; Paran et alii, 1991; Waugh & Powell, 1992; Tigano-
Milani et alii, 1995), em estudos de genética de populagdes (Megnegneau et
alii, 1993; Crowhurst et alii, 1991; Strongman & Mackay, 1993; Ducan ef alii,
1993) e no estabelecimento de relagdes filogenéticas (Fegan et alii, 1993;
Tigano-Milani et alii, 1995).

Apesar da crescente utilizagdo, as andlises baseadas exclusivamente em
marcadores RAPD para a obtencdo de "fingerprints”" e para o estabelecimento
de relagdes filogenéticas vém tendo sua validade questionada (Hadrys et alii,
1992). A complexidade do genoma eucaridtico, problemas associados a
repetibilidade e a interpretagdo dos resultados, somados a prépria casualidade
intrinsica a técnica, t€m sido colocados como pontos que poderdo, no futuro,
limitar a utiliza¢do desse tipo de marcador genético (Davin-Regli et alii, 1995).
Por outro lado, trabalhos recentes tém obtido sucesso na caracterizagdo de
isolados de M. anisopliae ¢ na determina¢do de relagdes filogenéticas no
género através da utilizagdo de pardmetros associados a germinagdo, a
produgdo de enzimas € a capacidade de crescimento em condi¢des especificas
(Y1ip et alii, 1992; Rath et alii, 1995).

O estudo sistematico de algumas caracteristicas fisiologicas de interesse
em fungos entomopatogénicos como a germinagdo, a produc¢do de enzimas
hidroliticas envolvidas na penetragdo e/ou no estabelecimento do vinculo
nutricional entre o patogeno e o hospedeiro, e o desenvolvimento em substratos
especificos, além de poder ser utilizado como subsidio para a caracteriza¢do de
linhagens, tem servido para o melhor entendimento de aspectos basicos da

biologia do fungo e de suas rela¢des com os insetos hospedeiros.



2 - OBJETIVOS

Através do estudo da producdo de exoenzimas hidroliticas, como
proteases e quitinases, de andlises respirométricas e¢ da utilizagdo de

marcadores RAPD, este trabalho teve por objetivos :

1° - A identifica¢do, ao nivel de DNA de linhagens de Metarhizium anisopliae

var. anisopliae ¢ de Metarhizium anisopliae var. majus;

2° - O estabelecimento das relagdes filogenéticas entre os isolados analisados;

3° - A obtengdo e caracterizagdo de um numero expressivo de marcadores
genéticos para as linhagens de M. anisopliae var. anisopliae ¢ de M.

anisoplia var. majus;

4° - A estimativa de pardmetros genéticos associados a produgdo de quitinases

por M. anisopliae;

5° - O estudo da cinética da producdo de proteases por culturas de M.

anisopliae durante o crescimento e a autolise;

6° - A estimativa de parametros fisiologicos (particularmente o consumo de
oxigénio) associados a germina¢do € ao crescimento em diversos
substratos orgénicos como glicose, N-acetilglicosamina, caseina, caseina
hidrolizada, gelatina, elastina, quitina, D e L-prolina, L-cistina, DL -serina,

L-tirosina, L-alanina e L-acido glutdmico.



3-REVISAO DE LITERATURA

3.1 - Marcadores moleculares de DNA

Desde que foi descrita, a tecnologia da Rea¢do de Polimerase em Cadeia
("PCR") (Saiki et alii, 1985; Mullis et alii, 1986; Mullis & Faloona, 1987)
provocou uma revolu¢do em diversas areas da biologia. Milhares de trabalhos
que se utilizaram da PCR, diretamente ou de tecnologias dela derivadas, tém
sido publicados desde a sua descri¢do. Estes trabalhos tém permitido avangos
significativos tanto em 4reas basicas, como aquelas que buscam o
entendimento de processos bioldgicos fundamentais, como em areas aplicadas,
dentre as quais a identifica¢do de genotipos, o diagndstico de doengas, estudos
filogenéticos ¢ melhoramento genético de plantas, animais e microrganismos
(Anderson & Stasovski, 1992; Ouellet & Seifert, 1993). A facilidade, rapidez,
versatilidade e sensibilidade da PCR tornaram-na uma poderosa ferramenta em
estudos genéticos que envolvem um grande nimero de organismos Vivos
(Ferreira & Grattapaglia, 1996).

A PCR consiste na sintese in vitro de milhdes de copias de um segmento
especifico de DNA através da agdo de uma DNA polimerase termoestavel em
reagdes ciclicas de amplificacdo. A rea¢do de PCR baseia-se no anelamento e
extensdo enzimatica de um par de oligonucleotideos utilizados como
iniciadores ("primers") que delimitam a seqiiéncia de DNA de fita dupla que
sera amplificada. Um ciclo de PCR envolve 3 etapas: denaturagio, anelamento
e extensdo. A fita dupla do DNA alvo ¢ denaturada através da elevagdo da
temperatura para 92 a 95° C. Na etapa de anelamento, a temperatura é

rapidamente reduzida para 35 a 60° C, dependendo do tamanho e seqiiéncia do



primer utilizado, permitindo a hibridizagdo DNA-DNA de cada primer, com as
seqiéncias complementares que flanqueiam a regido-alvo. Em seguida, a
temperatura ¢ elevada para 72° C, para que a enzima DNA polimerase realize a
extensdo a partir de cada terminal 3' dos primers. Esta extensdo envolve a
adi¢do de nucleotideos utilizando como molde a seqiiéncia-alvo, de maneira
que uma copia desta seqiiéncia € feita no processo. Este ciclo é repetido
algumas dezenas de vezes. Uma vez que a quantidade de DNA da seqiiéncia-
alvo dobra a cada ciclo, a amplificagdo segue uma progressio geométrica de
maneira que, apos 20 ciclos, ¢ produzido mais de um milhdo de copias da
seqii€ncia-alvo. (Ferreira & Grattapaglia, 1996).

A simplicidade da PCR fez com que, pouco tempo apos sua descrigéo,
diversos pesquisadores estivessem aptos a introduzir modificagdes no principio
original, de maneira a expandir consideravelmente a aplicacdo da metodologia
(Foster et alii, 1993). Uma das areas que foi especialmente beneficiada pela
PCR foi a de marcadores moleculares. O grande avango nesta drea ocorreu no
inicio da década de 90, com a publica¢do praticamente simultinea de dois
trabalhos que utilizaram "primers" curtos e de seqiiéncias arbitrarias para
dirigir a rea¢do de amplificagdo. Welsh & McClelland (1990) realizaram a
PCR com "primers" de seqiiéncias arbitrarias para obter "fingerprintings"
gendmicos. No trabalho foram gerados "fingerprints" simples e reproduziveis
de genomas de 24 linhagens pertencentes a cinco espécies de Staphylococcus,
onze linhagens de Streptococcus pyogenes e trés variedades de Oriza sativa.
Os autores demonstraram que as linhagens podiam ser distinguidas através da
compara¢do do polimorfismo nos "fingerprints" gendmicos. A técnica foi
denominada de AP-PCR ("Arbitrarily primed PCR"). Os fragmentos
amplificados foram separados em gel de poliacrilamida ¢ visualizados através

de autoradiografia. Williams er a/ii (1990) descreveram um tipo de marcador



genético denominado RAPD ("Random Amplified Polymorphyc DNA"). Estes
marcadores sdo gerados pela amplificag@o de segmentos anonimos de DNA por
"primers” Unicos, com uma seqiiéncia arbitraria de nucleotideos. Esta
metodologia ndo utiliza elementos radiativos, requer apenas nanogramas de
DNA molde, separa os fragmentos amplificados em gel de agarose e pode ser
aplicada a um grande numero de espécies. Para se obter marcadores RAPD,
um unico oligonucleotideo, com uma seqiiéncia arbitraria de DNA, € misturado
com 0 DNA gendmico na presenga de uma DNA polimerase termoestavel € um
tampdo apropriado. A seguir, a mistura ¢ submetida a condigdes ciclicas de
temperatura tipicas da PCR. Os produtos da reagdo dependem tanto da
seqiiéncia € do comprimento do oligonucleotideo como das condigdes da
rea¢do. Na temperatura apropriada para o anclamento, durante o ciclo térmico,
os "primers" ligam-se a sitios nas fitas opostas do DNA gendmico, localizados,
um do outro, a uma distancia capaz de ser amplificada (poucos milhares de
nucleotideos) € um discreto segmento de DNA € produzido. A presenga ou
auséncia deste produto especifico, embora amplificado com um "primer"
arbitrario, ira ser o diagnostico da presenga de sitios de ligagdo para o
oligonucleotideo no DNA gendmico. Na pratica, a reagdo de amplificag@o do
DNA ¢ repetida com diversos "primers" diferentes. O resultado sdo diversas
bandas amplificadas por cada "primer". As vezes, um unico "primer" pode ser
utilizado para identificar diversos polimorfismos, cada um mapeando um locos
diferente (Willians et alii, 1993).

Independentemente do nome utilizado e das pequenas variagdes
metodologicas, a realizagdo da PCR, com "primers" de seqiiéncia arbitraria
abriu uma nova perspectiva para a analise gendmica de individuos e de
populagdes. Diversos trabalhos realizados com fungos filamentosos tém

utilizado estes marcadores genéticos para estudos de mapeamento, taxonomia,



"fingerprints" gendmicos de individuos, linhagens e populagdes e
estabelecimento de relagdes filogenéticas.

Crowhurst et alii (1991) utilizaram marcadores RAPD para acessar a
variabilidade genOmica entre 21 isolados de duas ragas de Fusarium solani.
Baseados nos padroes de RAPD, os isolados foram divididos em duas "mating
populations”. Quatro isolados, que ndo podiam ser caracterizados até entdo por
metodologias tradicionais, foram perfeitamente separados pelo RAPD. No
mesmo trabalho, os autores usaram 7 produtos polimoérficos de RAPD como
probes em Southern blots de DNA gendémico das duas populagdes. Os
resultados mostraram que, além do RAPD ter sido uma ferramenta para a
determinagdo do "mating type" de fungos, também facilitou muito a obten¢do
de probes espécie ou raga especificos. Goodwin & Annis (1991) foram capazes
de separar isolados virulentos e avirulentos do fungo Leptosphaeria maculans
usando RAPD. Guthrie et alii, 1992 utilizaram o RAPD para estudar a
natureza e a extensdo da variabilidade genética em Colletotrichum graminicola
(agente causal da antracnose em sorgo). O estudo também permitiu a
identificagdo individual de isolados. Ouellet & Seifert ( 1993) caracterizaram
linhagens de Fusarium graminearum usando RAPD. Foi verificado que os
padroes de amplifica¢des obtidos eram especificos para F. graminearum, ndo
ocorrendo em outras espécies de Fusarium. Linhagens de F. graminearum,
provenientes de um mesmo local, geralmente apresentavam o mesmo padrio de
amplificagdo, possuindo, portanto, 0 mesmo genotipo. Entretanto, também
foram encontradas linhagens com a mesma origem geografica, apresentando
diferentes padrdes de amplificagdo.No trabalho, ndo foi possivel agrupar as
linhagens de acordo com o hospedeiro ou com a origem geografica.
MacCutcheon et alii (1993) estudaram a diversidade genotipica em populagdes

naturais do fungo endofitico Rhabdocline parkeri usando RAPD. Duncan et



alii (1993) analisaram a variagdo genética em isolados australianos de
Rhizoctonia solani. Foram utilizados isolados de diferentes regides geograficas
e pertencentes a diferentes grupos de anastomose e pécticos. Todos 0s grupos
testados puderam ser distinguidos. Foi encontrada uma variacfio consideravel
entre os "fingerprints" dos isolados pertencentes ao mesmo grupo. Esta
variagdo fol mais marcante entre isolados com diferentes origens geograficas.
Grajal-Martin ez alii (1993) avaliaram a variabilidade genética em Fusarium
oxysporium através do uso do RAPD. Muitos "primers" utilizados foram
capazes de distinguir claramente os isolados pertencentes a diferentes racas.
Manulis et alii (1993) usaram o RAPD para distinguir isolados patogénicos e
ndo patog€nicos de Fusarium oxysporum. Yoon & Glawe (1993) associaram
marcadores RAPD com o "stromatal type" em Hypoxylon truncatum. Este
trabalho abriu a perspectiva da sele¢do indireta para caracteristicas fisiologicas
ou morfologicas em fungos através dos marcadores RAPD. Meijer et alii
(1994) testaram trés classes de marcadores genéticos (isoenzimas,
compatibilidade vegetativa e RAPD) para verificar suas capacidades de revelar
polimorfismo entre isolados originados de 27 regides da Nova Zelandia e de
sete paises da Europa. Enquanto o estudo de enzimas nfo foi capaz de detectar
qualquer variacdo no fungo, os testes de VC e de RAPDs revelaram uma
variagdo substancial. Esses resultados confirmaram a adequa¢do do RAPD
para a identificagdo de isolados em populagdes onde a variabilidade genética é
restrita. Megnegneau et alii (1993) aplicaram quatro técnicas (isoenzimas,
caridtipo eletroforético, RFLP e analise de RAPD) para acessar a extensdo da
variabilidade genética existente entre e dentro de diversas colegdes de culturas
de Aspergillus. A "performance" do RAPD, segundo os autores, foi
comparavel a obtida com RFLP e com isoenzimas, além de possuir diversas

vantagens metodologicas. Smith & Stanosz (1995) confirmaram a existéncia de
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duas populagdes distintas do fungo Sphaeropsis sapinea (patdgeno de Cedrus)
na regido centro-norte dos Estados Unidos, confirmando a suposicdo pre-
existente, que se baseava em diferengas morfologicas. Voigt ef alii (19953)
estudaram a variabilidade genética em Giberella fujikuroi através do RAPD.
Diversos estudos utilizando marcadores RAPD tém sido realizados com
fungos entomopatogénicos, incluindo os do género Metarhizium. Strongman &
MacKay (1993) conseguiram a discriminacdo entre isolados de Hirsutella
longicolla var. longicolla e Hirsutella longicolla var. cornuta usando RAPD.
Fegan et alii (1993) examinaram a diversidade genética em linhagens de M.
anisopliae isoladas de diversos insetos hospedeiros e provenientes de diversas
regides da Australia através do RAPD. Trinta isolados de M. anisopliae var.
anisopliae ¢ um isolado de M. anisopliae var. majus foram examinados. Seis
dos isolados de M. anisopliae var anisopliae exibiram maior similaridade com
o isolado de M. anisopliae var. majus do que com as outras linhagens
anisopliae testadas. Esse resultado reafirma a existéncia de grande diversidade
genética dentro do grupo anisopliae ja detectada em trabalhos anteriores. Os
isolados exibindo similaridade nos padrdes de amplificacio (>80% de
similaridade) tenderam a apresentar a mesma origem geografica, evidenciando
a persisténcia de um genotipo particular do fungo em uma regidio geografica
especifica. Bidochka er alii (1994) utilizaram RAPD para acessar a
variabilidade gendmica entre 24 isolados de M. anisopliae, M. flavoviride ¢
linhagens ndo identificadas de Metarhizium e Beauveria bassiana. M.
flavoviride mostrou uma pequena variabilidade intraespecifica quando
comparado com M. anisopliae. O alto grau de variabilidade nos padrdes de
amplificagdo encontrado dentro do grupo M. anisopliae foi similar a
variabilidade total entre B. bassiana, M. anisopliae ¢ M. flavoviride, sugerindo

que M. anisopliae pode incluir um grupo de espécies cripticas. Os marcadores
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RAPDs mostraram pouca evidéncia da ocorréncia de uma selegdo para insetos
hospedeiros. A origem geografica também ndo foi critério para a semelhanga
nos padroes de RAPD. Tigano-Milani e alii (1995) estudaram a variabilidade
genética entre isolados brasileiros de M. anisopliae através da utilizacdo do
RAPD. Foi possivel a separagdo das linhagens de M. anisopliae var.
anisopliae, M. anisopliae var. majus e M. flavoviride em grupos fenéticos
diferentes. Os genotipos, de maneira geral, mostraram-se mais relacionados as

especies hospedeiras do que com a origem geografica.

3.2 - Dorméncia e germinacio de esporos fiingicos

O estudo do processo germinativo de esporos fungicos € importante tanto
por razdes basicas como praticas. Do ponto de vista basico, os estudos sobre a
dorméncia e a germinagdo podem agregar novos conhecimentos a processos
fundamentais, como a regulag@o do desenvolvimento celular. Do ponto de vista
pratico, a maioria dos fungos causadores de doengas em plantas ou animais é
disseminada por esporos € o ciclo da doenga inicia-se com a germinacdo dos
mesmos. (Van Etten ef alii, 1983). Os deuteromicetos entomopatogénicos
infectam insetos através de conidios (esporos) que entram passivamente em
contato com os insetos, com a ajuda de agentes, como o vento € a agua (St.
Leger, 1993a). Os esporos de fungos sdo estruturas unicelulares que ndo estdo
crescendo € servem ndo s6 para dispersdo como para a sobrevivéncia em
condi¢Oes extremas (Griffin, 1994a).

A germinacdo dos esporos € um processo morfologicamente simples, no
qual c€lulas que ndo estdo crescendo ¢ que sdo metabolicamente queiscentes

respondem a mudangas nas condigdes ambientais, reativando processos



fisiologicos e fung¢des genéticas para rapidamente produzir células em
crescimento (Van Etten er a/ii, 1983). Em muitos casos, 0s esporos ndo sdo
capazes de germinar imediatamente apds a sua producdo ou até que
determinadas condigdes sejam satisfeitas, permanecendo em estado de
dorméncia. Sussman & Douthit (1973) definiram dorméncia como sendo
qualquer periodo de repouso ou interrup¢do reversivel do desenvolvimento
fenotipico de um organismo. Os mesmos autores classificaram a dorméncia em
trés tipos: constitutiva, exégena ou indutiva. A dorméncia constitutiva foi
definida como sendo uma condi¢do onde o desenvolvimento € retardado devido
a uma propriedade inata do esporo dormente. Diversos mecanismos tém sido
propostos para explicar a dorméncia constitutiva em esporos de fungos: a
existéncia de barreiras de permeabilidade, a inibigdo da sintese de novo de
enzimas ou mudangas conformacionais em enzimas preexistentes, a separagdo
espacial de substratos e enzimas por compartimentaliza¢do ¢ a producdo de
auto-inibidores de germina¢do (Van Etten et alii, 1983). Na dorméncia
exogena, o desenvolvimento € retardado devido a condigdes quimicas ou
fisicas desfavoraveis ao ambiente. A dorméncia induzida € aquela onde esporos
ndo dormentes ou com dorméncia exogena sdo transformados em
constitutivamente dormentes. A dorméncia exégena pode ser mantida tanto
pela falta de um nutriente requerido para a germinagdo como por propriedades
inibitorias do substrato (Griffin, 1994a). Alguns trabalhos tém mostrado que a
dorméncia apresentada por conidios de M. anisopliae ¢ do tipo exégena (Dillon
& Charnley, 1985; Hassan ez alii, 1989; Dillon & Charnley, 1990; St. Leger et
alii, 1994). Dillon & Charnley (1985; 1990) verificaram que conidios de M.
anisopliae ndo apresentavam crescimento esférico e formacdo de tubo
germinativo em d4gua destilada, necessitando de uma fonte exdgena de

nutrientes para iniciar a germinagdo. A auséncia de germinagdo em agua ¢ uma
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caracteristica comum a muitos esporos flngicos, incluindo outros
entomopatogenos como Nomuraea rileyi (El-Sayed et alii, 1993¢) e Beauveria
bassiana (Smith & Grula, 1981; Woods & Grula, 1984). Entretanto, a
necessidade de uma fonte exogena de substratos pode ou ndo se manifestar
entre os conidios de uma mesma linhagem. Marchant & White (1966)
verificaram que esporos de Fusarium calmorum apresentaram cerca de 14% de
germinacdo em agua destilada. Os valores maximos de germinacdo foram
conseguidos somente na presenga de fontes exdgenas de carbono e de
nitrogénio

Van Etten (1983) enfatizou o fato de que a adigdo de um nutriente
especifico tanto pode reparar um bloqueio metabolico de um esporo com
dorméncia constitutiva como servir de substrato para um esporo com
dorméncia exdgena. Sendo assim, o fato de um nutriente induzir a germinagéo
ndo serviria, por si s6, para classificar o tipo de dorméncia de um esporo.

A possivel presenga de inibidores no substrato natural de fungos tem
sido investigada, principalmente em casos que envolvem o efeito fungistatico
de solos. A atividade de microrganismos no solo pode ser relacionada a
fungistasia tanto pela competi¢do por nutrientes como pela producdo de
substancias inibitorias. Walstad ez alii (1970) verificaram que esporos de B.
bassiana e de M. anisopliae ndo germinaram sobre solo ndo esterilizado,
permanecendo viaveis, entretanto, por até um més. Como o efeito inibitorio
desapareceu ap6s a autoclavagem do substrato, a inibi¢do foi aparentemente
causada pela presenca de outros microrganismos, ndo tendo sido determinada a
sua causa exata. Materiais de origem vegetal que sdo substratos para a maioria
dos fungos, tanto patégenos como sapréfitas, também podem conter
substincias inibitérias ao crescimento fingico, muitas das quais fenolicas e

semelhantes a alguns auto-inibidores produzidos por esporos fungicos. St.
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Leger et alii (1991b) verificaram a incapacidade de M. anisopliae germinar
sobre a cuticula vegetal.

Os esporos dormentes apresentam uma série de caracteristicas ultra-
estruturais quimicas e fisiologicas que os diferenciam das células vegetativas.
Dute et alii (1989), ao observarem as caracteristicas ultra-estruturais de esporos
dormentes e germinantes de Aspergillus ochraceus, verificaram a presencga de
um numero reduzido de mitocondrias e de grandes reservas de lipidios
localizadas em vacuolos membranosos que ndo mais estavam presentes no
momento da emergéncia do tubo germinativo. Outras caracteristicas ultra-
estruturais tém sido comumente associadas a esporos dormentes, como por
exemplo a presenga, na maioria dos casos, de uma parede celular mais espessa
do que a presente em células vegetativas ¢ uma escassez de reticulo
endoplasmatico. A presenca de vacuolos membranosos dentro dos esporos
contendo fosfolipidios, polissacarideos como o glicogénio ou outros materiais
de reserva dentro € caracteristica de muitos fungos. Provavelmente, embora
com diferencas qualitativas e quantitativas, todos os esporos dormentes contém
carboidratos ou lipidios, presumidamente como reserva de energia para ser
usada durante a germina¢do e os estdgios iniciais de desenvolvimento. O
dissacaridio trealose ¢ freqiientemente encontrado em esporos dormentes €, em
alguns casos, pode representar até 30% do peso seco (Van Etten, 1983;
Thevelein, 1984). Alguns esporos possuem uma grande quantidade de
aminodcidos livres em seus citoplasmas. Geralmente, os esporos dormentes tém
um conteudo de agua reduzido quando comparado ao de células vegetativas
(Sussman & Douthit, 1973; Van Etten er alii, 1983).

Talvez a caracteristica fisiologica mais marcante dos esporos dormentes,
em comparagdo com as células vegetativas, seja o baixo consumo de oxigénio

(Cochrane et alii, 1963). Geralmente, essa redu¢do no consumo de oxigénio



ndo se deve a uma deficiéncia das enzimas respiratdrias ou de outros
componentes da cadeia transportadora de elétrons nas mitocondrias. Alguns
trabalhos t€ém associado a inatividade temporaria das enzimas envolvidas na
respiragdo ao aito grau de desidratacdo dos esporos dormentes (Martin &
Nicolas, 1970).

A germinacdo foi definida por Sussman & Douthit (1973) como sendo o
primeiro estagio irreversivel que é reconhecidamente diferente do organismo
dormente através de investigagcdes morfologicas, citologicas, fisiologicas ou
bioquimicas. Segundo Griffin (1994a), apesar de a germinagdo ser definida de
acordo com a irreversibilidade dos eventos, poucos trabalhos teriam testado
esse aspecto do processo. As técnicas bioquimicas, cada vez mais sensiveis,
tém sido capazes de detectar alteragdes em processos bioquimicos que ocorrem
alguns minutos apds a colocagdo dos esporos em condi¢des de germinacdo
(Smith & Grula, 1981; St Leger et alii, 1989a; Dillon & Charnley, 1990; St
Leger ef alli, 1994). Se a defini¢do de germinagdo colocada anteriormente fosse
estritamente seguida, em alguns casos os esporos poderiam ser considerados
germinados horas, ou até mesmo dias antes do aparecimento do tubo
germinativo.

A germinagdo de esporos dormentes da maioria dos fungos ¢€
caracterizada pele rapido aumento da atividade metabolica, incluindo um
agudo aumento na respiracdo aerobica (Goddard & Smith, 1938; Emerson,
1954; Mandels et alii, 1956). Mandels et alli (1956) observaram as mudangas
na atividade respiratoria durante a germinagdo de esporos de Myrothecium
verrucaria. Foi verificado que a taxa respiratoria aumentou linearmente com o
tempo durante o crescimento esférico, a protusdo do tubo germinativo € os
primeiros estdgios do crescimento vegetativo. Os autores ndo observaram

nenhuma "quebra" na curva que pudesse coincidir com a emergéncia do tubo



germinativo. A taxa respiratoria nessa fase do desenvolvimento foi expressa

pela seguinte equagdo:

R=dy/dt=kt+ b

sendo R a taxa respiratéria, y o consumo de oxigénio, 7 o tempo, K a inclinagdo
da reta e b o intercepto. As constantes b e k tém uma significancia fisiologica
definida. K, a acelera¢do no consumo de oxigénio, deve ser dirctamente
proporcional a quantidade de esporos e, quando isso ocorrer, deve ser uma
medida de suas atividades fisiologicas ou capacidades metabolicas. O
intercepto b também ¢ proporcional & quantidade de esporos e deve representar
a taxa de respira¢do no tempo zero, nas condi¢des experimentais.

Hill et alii (1992) verificaram que ocorre uma aceleragio na respiragio
sensivel 4 cianina cinco minutos apos a ativagdo dos ascosporos de Neurospora
tetrasperma, seguida de um segundo aumento mais acentuado no consumo de
oxigénio depois de 90 minutos. Aos 90 minutos, 0s ascosporos desenvolvem
bolhas germinativas, das quais emergem os tubos germinativos. No mesmo
trabalho, os autores verificaram que a presen¢a de cianina no meio inibe todo o
consumo de oxigénio e bloqueia a emergéncia do tubo germinativo,
demonstrando que oxidases alternativas ndo contribuem para a respiragdo
inicial. O consumo de oxigénio, durante a primeira fase, foi insensivel aos
inibidores de sintese proteica cicloeximida e clorofenicol (inibidores
citoplasmatico e mitocondrial, respectivamente). Apos 90 minutos, esses
inibidores reduziram tanto a respiragdo como a emergéncia do tubo
germinativo, sugerindo que a sintese de proteinas citoplasmaticas e
mitocondriais € necessaria apenas para a ocorréncia da segunda etapa da
germinagdo. Martin & Nicolas (1970) verificaram que a azida sodica (um

inibidor especifico da respiragdo e da fosforilagdo oxidativa) inibiu o



17

crescimento esférico e a germina¢do em Trichoderma lignorum ¢ em
Penicillium notatum, o que , segundo os autores, demonstra claramente que a
germinacdo em fungos € um processo que requer energia. Também foi
verificado que a sintese ativa de proteinas é necessaria para a germinago.

Pela praticidade analitica, a maior parte dos experimentos que
quantificam a germinagdo baseia-se em aspectos morfologicos, ou seja, os
esporos t€m sido considerados germinados quando apresentam um tubo
germinativo visivel (St. Leger er alii, 1989a; Dillon & Charnley, 1990;
McCammon & Rath, 1994; St Leger ez alii, 1994).

Em termos morfoldgicos, a germinagdo de diversos fungos, inclusive M.
anisopliae, normalmente se inicia com o crescimento esférico dos esporos que,
na maioria dos casos, envolve o consumo de agua do ambiente. Ekundayo &
Carlile (1964) encontraram evidéncias de que o consumo de dgua pelos esporos
germinantes de Rhizopus arrhizus é um processo ativo, requerendo energia. F
comum, durante essa etapa, a ocorréncia de um grande aumento no tamanho do
esporo. Dute ez alii (1989) verificaram que, durante essa fase, os conidios de
Aspergillus ochraceus apresentaram um aumento de 1,5 vez em relacdo aos
seus didmetros originais. Posteriormente ao crescimento esférico, ocorre, em
muitos casos, a emissdo de um tubo germinativo. A formacdo do tubo
germinativo ndo € somente um processo de rearranjo do material pré-existente,
requerendo também a sintese de novo de muitos componentes celulares como
proteinas, RNA, polissacarideos e lipidios, usados na sintese ¢ montagem da
parede celular, membranas e organelas (Van Etten er alii, 1983). Como a
sintese desses novos compostos requer energia, torna-se essencial aos esporos
germinantes desenvolver rapidamente um mecanismo de geragdo da energia
necessaria. Muitos esporos germinam apenas em agua. Nesses casos, ¢ obvio

que as reservas energéticas € nutricionais dos conidios sdo suficientes para
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suportar 0 processo, a0 menos em seus estagios iniciais (Jahnke & Chapman,
1975). Esporos de muitas espécies, entretanto, s6 irdo germinar quando
providos de uma fonte de carbono e/ou nitrogénio ou sais e€/ou vitaminas
apropriados. Os nutrientes necessarios para a germinagio variam
consideravelmente. Muitos esporos de fungos que sdo parasitas obrigatorios,
como os urediosporos de fungos causadores de ferrugem, requerem apenas
oxigénio e agua. A maioria dos fungos saprofitas requer substancias adicionais
além do oxigénio ¢ da 4gua. Entretanto, a 4gua parece ser o unico requerimento
universal para esse grupo. O dioxido de carbono tem sido demonstrado como
sendo um requerimento para a germinagdo de muitos fungos, particularmente
para os aerobicos facultativos (Held, 1970). Sais inorganicos, nutrientes
organicos como uma fonte de carbono, aminoécidos especificos ou vitaminas
sdo materiais adicionais necessarios a germinacdo de diversos fungos. Muitas
vezes, 0S requisitos nutricionais necessarios a germinagdo podem variar em
funcdo de outras varidveis ambientais. Martinez-Cadena et alii (1995)
verificaram que conidios de Phycomyces blakesleeanus sdo capazes de
germinar em muitas fontes diferentes de carbono em meios 4cidos; porém,
proximo de um pH neutro, a glicose € requerida para a germinagdo. Segundo
0s autores, a germinag¢do no fungo parece ser influenciada por uma complexa
interagd@o entre o método de ativa¢do (o fungo possui dorméncia constitutiva), a
fonte de carbono ¢ .0 pH do meio. Embora a maioria dos trabalhos tenha
verificado que a germinagdo e o desenvolvimento inicial sejam acelerados pelo
aumento na concentra¢do de nutrientes disponiveis no meio, esse nio ¢ um
fendmeno universal. Daniels & Graham (1976) verificaram que a germinagdo
de esporos do fungo fitopatogeno Glomus mosseae é fortemente inibida pelos

niveis de nutrientes existentes em meios de cultura convencionais.



19

Muitos trabalhos realizados in vitro, com a utilizagdo de meios semi -
sintéticos ou sintéticos de constitui¢do definida, tém servido para revelar novos
dados a respeito das necessidades especificas de diversas espécies de fungos
entomopatogénicos durante o processo de germinag¢do. Smith & Grula (1981a)
realizaram um extenso trabatho sobre os requerimentos nutricionais para a
germinacdo de conidios de B. bassiana. No trabalho, verificou-se que, para a
ocorréncia da germinagdo, foi necessaria a presenca de uma fonte de carbono
utilizavel; entretanto, a presenga de uma fonte de nitrogénio foi essencial para a
continuidade do crescimento hifal. Os compostos capazes de serem utilizados
como fonte de carbono/energia durante a germinagdo incluiram glicose, N-
acetilglicosamina, glicosamina, quitina, amido, lanolina, e 4acidos graxos de
cadeia longa. Tanto fontes inorgénicas como organicas de nitrogénio foram
prontamente utilizadas. No mesmo trabalho, foi testada a capacidade dos
diversos aminodcidos servirem como fonte de carbono, nitrogénio e energia.
Foi constatado que nenhum aminoacido sozinho ou em combinagio com outro
aminodcido possibilitou uma germinagfo ou crescimento satisfatorio, embora
alguma germinacdo tenha sido observada em alanina, histidina e fenilalanina.
Acidos graxos de cadeias curtas inibiram a germinac¢do no fungo, enquanto
acidos graxos de cadeias longas suportaram a germinagdo, mas ndo o
crescimento. El-Sayed et alii (1993c¢), trabalhando com N. rileyi, observaram
que o aumento da concentragdo de extrato de levedura, sozinho ou na presenca
de cuticula, no meio de cultura, aumentou a porcentagem de conidios
germinados. St. Leger ez alii (1988) testaram a capacidade de M. anisopliae ¢
N. rileyi de utilizarem alcanos (a classe de lipidios mais comum na epicuticula
de insetos) como tUnica fonte de carbono. Pdde-se constatar que tanto M.
anisopliae como N. rileyi cresceram, ap6s uma fase lag que variou de 2 a 24

dias, em meios contendo n-alcanos (C>8) como tnica fonte de carbono. Os
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resultados desse trabalho chamam a atencgdo pela duragfio excessiva da fase
adaptativa, mostrando a dificuldade que os organismos tém em utilizar
prontamente esse grupo de substdncias, ao menos nas condi¢des do
experimento. St. Leger er alii (1994) verificaram que linhagens de M
anisopliae isoladas de homopteros eram capazes de germinar e produzir
apressorio em meio contendo glicose, enquanto linhagens isoladas de
coleopteros apresentavam baixa germinagdo € ndo eram capazes de produzir
apressorio na presenga de glicose. Deve-se destacar que ndo ¢ raro a presenca
de secrecbes ricas em aglicares sobre a cuticula de homopteros. Essas
observagbes vdo ao encontro da hipétese de que os mecanismos de
reconhecimento do hospedeiro estdo ligados aos niveis de nutrientes existentes
sobre a cuticula dos hospedeiros apropriados. Como outros entomopatégenos,
M. anisopliae apresenta pouca exigéncia quanto a natureza da fonte de carbono
necessaria a germinagdo, sendo capaz de germinar em uma variedade muito
grande de substratos (St Leger er alii, 1989a; St. Leger et alii, 1994).
Entretanto, a germinagdo so ocorreu a partir de uma concentracio minima de
substrato no meio (St. Leger ef alii, 1989a). Alguns trabalhos tém testado a
capacidade de linhagens de M. anisopliae de germinar utilizando aminoacidos
como unica fonte de carbono. St Leger ef alii (1989a) e St. Leger et alii (1994)
verificaram que linhagens de M. anisopliae foram capazes de germinar em
alanina, glutamato, tirosina ¢ em leucina em concentragdes que variavam entre
0,05 e 0,5% (p/v). Embora as exigéncias nutricionais para a germinagao sejam
pequenas em M. anisopliae, a produgdio de apressorio in vitro requereu o
contato do tubo germinativo com uma superficie dura, preferencialmente
hidrofébica, e foi induzida por uma baixa concentracdo de substincias
nitrogenadas complexas no meio. A analise da germinacdo e da diferenciagio

em meios com diferentes constitui¢des sugere que os aminoacidos e os lipidios
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componentes da epicuticula agem em combinagdo com a superficie hidrofobica
da cuticula para estimularem a diferencia¢do durante a patogénese.

A germinag¢do em M. anisopliae também ¢ afetada por fatores fisicos,
como a umidade relativa e a temperatura (Walstad et alii, 1970; MacCammon
& Rath, 1994).

No caso particular de fungos entomopatogénicos, os mesmos devem
estar adaptados a dois tipos de situa¢des muito diferentes: tanto devem ser
capazes de utilizar diversos tipos de substratos organicos como fonte de energia
e de nutrientes durante a vida saprofitica, como de estabelecerem ligacdo e
germinarem sobre a cuticula do inseto hospedeiro, dando inicio ao processo
infectivo. As particularidades referentes as situagdes encontradas pelos
conidios de fungos entomopatogénicos sobre o hospedeiro vém sendo
elucidadas por diversos pesquisadores. Para que o ciclo patogenico inicie-se, 0
conidio deve manter um contato com a superficie do integumento longo o
bastante para que a germinacdo € a subseqiiente penetracdo possa ocorrer (St.
Leger, 1993a). O reconhecimento ¢ a adesdo a cuticula de um determinado
inseto hospedeiro devem-se a complexas adaptagdes constitucionais €
fisiologicas dos conidios e dos germinantes e t€m sido intensamente estudados.
For¢cas hidrofobicas ndo-especificas sdo provavelmente de importdncia
primaria na ades@o, embora sistemas de reconhecimento mais especificos,
envolvendo enzimas e/ou glicoproteinas existentes sobre a superficie do
conidio também estejam envolvidos (St. Leger, 1993a). O aumento na adesdo
dos esporos de M. anisopliae ocorre concomitantemente com a producdo de
uma camada mucilaginosa durante a hidrata¢do dos conidios (Zacharuk, 1970,
1973 St Leger et alii, 1989a; Butt et alii, 1995). A producdo de mucilagem por
conidios de fungos durante os estagios iniciais de germinagdo também ocorre

in vitro, provocando agregacdo dos germinantes em culturas liquidas de
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Aspergillus ochraceus (Dute et alii, 1989). O envolvimento inicial de enzimas
degradadoras de cuticula na infec¢do foi sugerido pela presenga da protease
Prl, de esterases e de N-acetilglicosaminidase sobre a superficie de esporos néo
germinados de M. anisopliae (St. Leger et alii. 1991b). No trabalho, também
foi wverificada a degradagdo dos substratos dessas enzimas por conidios
intactos, demonstrando a importincia das mesmas tanto na liberacio de
substancias que poderdo ser utilizadas como nutrientes, como na alteragio das
condigdes iniciais da cuticula. Um fato interessante, que também pode ser
verificado foi que os niveis de enzimas sobre conidios produzidos em Manduca
sexta infectadas foram maiores do que sobre os cothidos de coldnias crescidas
em meio sintético, indicando que as condigdes ambientais nas quais os
conidios se desenvolvem podem pré-adapta-los ao ciclo de vida patogénico. A
produ¢do de exoenzimas por fungos entomopatogénicos e o papel
desempenhado pelas mesmas em diversos processos fisiologicos tém sido
discutidos em diversos trabalhos e revisdes especificas (Kucera, 1980 ¢ 1981;
Rosato et alii, 1981; Leite, 1987; El-Sayed et alii, 1989; Samuels ez alii, 1989;
Goettel ez alii, 1989; St. Leger et alii, 1986a,b,c; St. Leger ef alii, 1991a.d; St.
Leger, 1993a,b; Gupta et alii, 1994; Braga et alii, 1994). Alguns trabathos tém
mostrado que os mecanismos de reconhecimento do hospedeiro estdo, ao
menos em parte, ligados ao nivel de nutrientes disponiveis sobre a sua cuticula.
Boucias & Latgé (1988) verificaram que extratos de cuticulas de insetos foram
capazes de induzir a germinagio nos fungos entomopatogénicos Conidiobolus
obscurus ¢ Nomuraea rileyi. Woods & Grula (1984) verificaram que
aminoécidos e glucosamina estdo presentes sobre a superficie de Heliothis zea
em quantidades suficientes para suportar a germinacdo e um crescimento
limitado de B. bassiana. St Leger et alii (1992b) puderam observar diferencas

marcantes nos requisitos nutricionais para a germinacdo entre linhagens de M.
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anisopliae var anisopliae ¢ M. anisopliae var. majus isoladas de diferentes
hospedeiros. Samuels et alii (1989) atribuiram a alta especificidade de diversas
linhagens de M. anisopliae contra Oryctes rhinoceros a presenga de nutrientes
indeterminados sobre ou na cuticula do hospedeiro. Butt et alii (1995)
verificaram que a grande disponibilidade de nutrientes sobre a cuticula de
afideos estimulou a rapida germinagdo de conidios de M. anisopliae. Hassan et
alii (1989) observaram que a taxa de germinagdo de M. anisopliae in vivo
sobre a caticula de M. sexta foi muito menor do que a observada in vitro sobre
meio sintético. Segundo os autores, essa diferenga poderia ser conseqiiéncia da
reduzida disponibilidade de 4gua e nutrientes sobre a cuticula, da presenca de
substancias inibitorias, ou da presenga de microrganismos competidores. Além
da disponibilidade de nutrientes, alguns trabalhos tém mostrado que a
superficie topografica da cuticula também ¢ capaz de influenciar todos os
estagios do processo infectivo: a adesdo, a germinagdo ¢ a diferencia¢do dos
apressorios. (St. Leger et alii, 1991b; Butt et alii, 1995).

Alguns estudos t€m sido realizados visando a um entendimento dos
eventos moleculares envolvidos na germinagfo e na diferenciagio de estruturas
infectivas em M. anisopliae (St. Leger et alii, 1989b; St. Leger et alii,
1990a,b,c; St. Leger et alii, 1991c¢; St. Leger et alii, 1994).

A viruléncia de deuteromicetos ¢ freqiientemente co-relacionada a rapida
germinac¢do € a uma alta taxa de crescimento. Al-Aidroos & Seifert (1980)
observaram que mutantes hipervirulentos de M. anisopliae apresentavam uma
germinagdo precoce em meio de cultura, enquanto mutantes hipovirulentos
apresentavam uma menor porcentagem de germinagdo. Samuels et alii (1989)
verificaram que a rapida germinagdo, o rapido crescimento € o pequeno volume
do esporo estavam relacionados a uma alta patogenicidade de M. anisopliae.

A importincia da velocidade de germina¢io pode ser atribuida a
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diversos fatores. Durante o periodo de exposi¢do do conidio sobre a cuticula do
inseto anterior a penetragdo, o fungo pode sofrer dissecagdo, antibiose de
microrganismos saprofitas, inibigdo por lipidios cuticulares ou remog¢do junto
com a cuticula durante as mudas. Segundo Hassan er alii (1989), qualquer
método que reduza o tempo de germinagdo sobre a cuticula do hospedeiro
poderia incrementar a eficiéncia de um micoinseticida, particularmente por
reduzir a dependéncia de uma alta umidade relativa do ambiente. Hassan et alii
(1989) observaram que conidios de M. anisopliae previamente embebidos em
agua germinaram e formaram apressorios muito mais rapido in vivo sobre a
cuticula de M. sexta do que conidios ndo embebidos. No mesmo trabalho, foi
verificado que o aumento na velocidade de germinacdo e na formacdo de
apressorios incrementou significativamente a mortalidade do hospedeiro.
Dillon & Charnley (1990) acrescentaram novas informagdes a respeito das
transformagdes metabolicas sofridas por conidios de M. anisopliae durante a
embebi¢do em agua destilada. A embebigdo reduziu o tempo necessario para o
inicio do crescimento esférico ¢ da emergéncia do tubo germinativo. Os
conidios previamente embebidos apresentaram uma maior incorpora¢do de
nutrientes quando transferidos para meios adequados a germinagdo. Apds a
transferéncia, houve um significativo aumento do nimero de mitocéndrias nos
conidios embebidos, que também apresentaram um maior numero de elementos
do reticulo endoplasmatico. O volume dos conidios, apés a embebigdo, ndo
sofreu altera¢do € ndo foram obtidas evidéncias da perda de auto-inibidores ou
de substdncias estimulantes durante a embebi¢do. Os autores dividiram o
processo de germinagdo de M. anisopliae em duas fases. Durante a primeira
fase, iniciada pela dgua, certas vias metabolicas seriam ligadas e ocorreria a
mobilizagdo de nutrientes. Durante a segunda fase, iniciada por uma fonte de

carbono exogena, ocorreria 0 crescimento esférico ¢ a formagdo do tubo
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germinativo. A embebi¢do em agua ndo foi capaz de provocar uma acelera¢do
na germinacdo de B. bassiana ou V. lecanii (Dillon & Charnley, 1990). Taber
& Taber (1982) verificaram que a embebi¢do de conidios de Pisolithus
tinctorius, antes da adi¢cdo de glicose a0 meio, ndo resultou em aumento da
respiragdo. Portanto, fica evidente que os efeitos da embebi¢do em 4gua ndo

podem ser generalizados para todas as espécies de fungos filamentosos.

3.3 - O crescimento de fungos filamentosos

Os fungos filamentosos t€ém sido utilizados extensivamente como
reagentes bioldgicos para a producdo comercial de varias substincias como
enzimas, antibioticos, esteroides e toxinas. Sdo também utilizados como
ferramenta analitica em bioensaios com fatores de crescimento, fertilizantes,
fungicidas ¢ antibidticos. Muitas vezes, no caso de entomopatégenos, o
produto que se deseja obter € o proprio micélio fingico a ser usado em
formulagdes comerciais (L1 & Holdom, 1995). O uso racional de fungos para
estas propostas ¢ dependente do entendimento basico do fendmeno de seu
crescimento € da cinética através da qual ele ocorre (Mandels, 1965).

O crescimento € um processo complexo com diversos componentes
diferentes, acompanhado em maior ou menor extensio pelo desenvolvimento ¢
diferenciagdo (Griffin, 1994b), que pode envolver aumento do nimero de
células, do namero de nucleos, do tamanho das células ou da quantidade de
substancias estruturais ndo vivas (Mandels, 1965).

Durante o crescimento, os fungos miceliais cenociticos aumentam o seu
volume, o nimero de nucleos ¢ a quantidade de citoplasma; entretanto, por ndo

serem celulares, ndo ocorre um aumento do numero de células (Griffin, 1994b).
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Segundo Gooday (1995), a hifa ¢ a forma caracteristica de crescimento das
células fungicas que permite ao organismo explorar e aproveitar novos
ambientes e substratos. As hifas respondem a uma grande variedade de
estimulos ambientais através do crescimento orientado e da diferenciacdo.
Provavelmente, todas as hifas respondem a substéncias volateis, a substancias
soluveis, a natureza fisica da superficie ¢ a gradientes de temperatura (Gooday,
1995).

Trinci, 1970 verificou que, quando um esporo de fungo ¢ inoculado
sobre um meio nutritivo gelificado, em condi¢des favoraveis, ira formar um
tubo germinativo que, por um curto periodo, crescerd exponencialmente.
Subseqiientemente, uma taxa de expansdo linear constante é observada e
ramificagdes dicotdmicas ou laterais podem ser formadas. Durante a fase
inicial de crescimento, as hifas laterais se comportam da mesma maneira que a
hifa parental, extendendo-se primeiro a uma taxa exponencial antes de
atingirem a taxa de expansdo linear constante da hifa parental. Quando medido
em termos do comprimento total do micélio, o crescimento € exponencial em
conseqiéncia da formagdo exponencial de ramificagdes. Tanto o crescimento
total do micélio como as pontas de crescimento ou ramificagdes aumentam
exponencialmente na mesma taxa especifica. Esta taxa ¢ equivalente a taxa
especifica de crescimento do organismo, nas mesmas condi¢des de crescimento
em meio liquido, onde a biomassa pode ser medida diretamente através da
massa seca (Trinci, 1970; Trinci, 1974; Prosser, 1993).

Normalmente, o crescimento ocorre de maneira balanceada, através do
aumento ordenado de todos os componentes do organismo, de maneira que sua
constituicdo quimica permanega aproximadamente constante (Griffin er alii,
1974). Entretanto, o crescimento ndo ¢ sempre balanceado e ¢ interessante

saber quando isso ocorre, pois, nessas situagdes, pode-se estudar os
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mecanismos que controlam a sintese diferencial de substancias. O
desbalanceamento no  crescimento também pode comprometer o
acompanhamento do crescimento de um microrganismo, se as técnicas de
avaliagdo ndo forem criteriosamente escolhidas (Griffin, 1994b).

Diversos pardmetros tém sido utilizados para a avaliagdo do crescimento.
O crescimento pode ser medido em termos de mudancas do nimero de células,
do crescimento linear, do volume, da massa fresca, da massa seca, da atividade
total de qualquer processo metabolico ou em termos da quantidade de algum
constituinte celular (Mandels, 1965). A medida de massa seca tem sido o
método mais utilizado para o estudo do crescimento de fungos. E a maneira
mais direta de se representar a quantidade do organismo produzido. Qualquer
outro método deve se referir 4 massa seca para a interpretagdo do significado
fisiologico do pardmetro que estd sendo utilizado (Mandels, 1965). Existem
algumas limitagdes e desvantagens na utilizacio da massa seca. E um método
destrutivo e, conseqiientemente, exige um grande niimero de culturas para a
obten¢do de valores significativos no curso do crescimento. Muitas vezes
podem surgir problemas na separagdo da massa micelial quando substratos
insoliveis sdo utilizados. Essa ultima situagio tem sido verificada com
freqiéncia no caso de fungos entomopatogénicos que, por diversos motivos,
tém sido crescidos em substratos insolGveis como quitina, elastina, ou cuticula
de insetos (St. Leger et alii, 1986b; El-Sayed et alii, 1993a; El-Sayed er alii,
1993b; El-Sayed et alii, 1993¢). Griffin (1994b) ainda destaca o fato de a
secagem em estufa ser sensivel a alteragdes na parede e na quantidade de
material de reserva. Algumas vezes pode ser interessante mostrar o crescimento
através de mudangas na quantidade de constituintes celulares especificos, como
lipidios, proteinas, enzimas ou acidos nucleicos (Dom & Rivera, 1966;

Chesters & Peberdy, 1965), ou através do total de matéria organica. Griffin
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(1994b) destaca que, quando constituintes celulares sdo utilizados para
avalia¢do do crescimento, deve-se avaliar preferencialmente constituintes gerais
como C, N ou proteinas. Diversos trabathos t€ém utilizado o ergosterol (um
esteroide caracteristico de fungos) como estimador da biomassa e,
conseqientemente, do crescimento em fungos (Van Etten, 1965; Seitz et ali,
1979; Newell et alii, 1987, Bermingham et alii, 1995).

Em certos casos, o crescimento pode ser medido de maneira indireta,
através de atividades metabdlicas, como a atividade respiratoria (consumo de
O, ou liberagdo de CO»), formacdo de produtos (acidos , pigmentos), consumo
de substrato ou atividades enzimaticas especificas (Dom & Rivera, 1966).

A respirometria tem sido amplamente utilizada para o acompanhamento
do desenvolvimento de coldnias, bem como para a avaliagdo da utilizagdo de
substratos especificos por fungos. Darby & Goddard (1950) realizaram um
extenso estudo sobre a respiracdo do micélio do fungo celulolitico
Myrothecium verrucaria. Os autores constataram que a taxa respiratoria do
micélio € fortemente dependente da fase de crescimento, sendo que a maior
taxa respiratoria coincidiu com o periodo de maior crescimento da cultura. No
mesmo experimento, foi verificado que a adi¢do de aglicares ao meio causou
um aumento de até 8 vezes no consumo de oxigénio, sendo a intensidade do
consumo marcadamente influenciada pela concentragdo do substrato. Johnson
& Dixon (1959), estudando o efeito de acidos graxos sobre o crescimento € a
respiragdo do fungo Spicaria violaceae, verificaram que os acidos graxos que
estimularam o consumo de oxigénio foram os mesmos que se mostraram bons
substratos para o crescimento. Marchant & White (1966) estudaram a
utiliza¢do de diversos agticares por germinantes de Fusarium culmorum através
do consumo de oxigé€nio. Taber & Taber (1987) verificaram inesperadamente

que a atividade respiratoria ndo ¢ necessariamente acompanhada de
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crescimento, ja que o fungo ectomicorrizico Pisolithus tinctorius ¢ capaz de
respirar rapidamente frutose livie a CO, sem apresentar crescimento nesse
substrato. Muitos trabalhos tém relatado uma alta respira¢do endogena em
fungos miceliais, que muitas vezes contribui de maneira significativa para a
respiracdo total. Janda et alii (1993) observaram que a adi¢do dos agucares ndo
metabolizaveis 6-deoxi-D-glicose, L-ramnose e L-xilose estimularam de
maneira significativa a respiragdo celular em Rhodotorula glutinis (levedura
aerobica e produtora de lipideos). Segundo os autores, a respiracdo endogena
refletiu o gasto energético imposto pelo transporte das substdncias ndo
metabolizaveis e pela sintese de novo de proteinas. Lyda (1976) verificou que o
fitopatégeno Phymatotrichum omnivorum ndo respondeu a substratos
exogenos, a menos que o micélio fosse submetido a um periodo de privacdo de
nutrientes de pelo menos 72 horas. Durante a auséncia de nutrientes externos,
os primeiros substratos endogenos a serem respirados foram substdncias
reduzidas, provavelmente lipidios. Micélios que sofreram um periodo de
privacgdo entre 48 € 72 horas aparentemente passaram a utilizar carboidratos, ja
que o RQ apresentou-se proximo da unidade. Apés esse periodo de privagdo
nutricional, o autor verificou uma autélise significativa ¢ o RQ excedeu 1,
indicando a metaboliza¢do de proteinas e/ou acidos organicos. Em fungos, os
produtos finais do metabolismo de proteinas sd3o o CO;, 0 NH3 ¢ a HyO e o
RQ pode exceder a unidade. Li & Siehr (1980) verificaram que a taxa de
respiragdo endogena esta relacionada a idade do micélio no fitopatogeno
Polyporus sulphureus. McClung et alii (1960) observaram que a idade do
indculo exerceu um efeito marcante sobre a respiragdo e que esse efeito variou
bastante em fung¢do do substrasto respirado.

Alguns trabalhos tém utilizado a radiorespirometria em estudos
fisiologicos de fungos (Li & Siehr, 1980; Taber & Taber, 1982; Taber &
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Taber, 1987; Janda er alii, 1993). Norris & Ribbons (1972) discutiram as
vantagens que o uso da radiorespirometria teria sobre as técnicas manométricas
convencionais em determinadas situagdes: 12 - é possivel a determinacdo da
produ¢do de CO, pelo microrganismo, utilizando-se um substrato marcado
com 14C, em um meio complexo, contendo todos os requerimentos nutricionais
necessarios; 22 - através do uso de substratos especificos, marcados com o 14C,
pode-se determinar a taxa e a extensdo da conversdo de atomos individuais de
carbono do substrato a CO, (essa informagdo ¢ de vital importncia para o
entendimento das vias responsaveis pelo catabolismo do substrato) e 32 - pode-
se determinar a incorporagdo de 14C em constituintes celulares ou produtos de
fermentacdo através da analise do meio de incubagio.

A vantagem das avalia¢des indiretas do crescimento, através da atividade
metabolica, € que na maioria das vezes sdo simples, ndo destrutivas e permitem
a realizacdo de avalia¢des continuas.

Alguns trabalhos com fungos filamentosos necessitam da analise do
crescimento individual. Nesse caso, enquadra-se o acompanhamento do
alongamento do tubo germinativo a partir de conidios (Trinci, 1974) e o estudo
do crescimento ¢ diferenciagdo de hifas individuais (Zalokar, 1959). Porém, na
maioria das vezes, o que € avaliado ¢ o crescimento de coldnias em meio de
cultura liquido ou sobre meio gelificado. Quando o crescimento é avaliado
sobre meio gelificado, o didmetro da col6nia pode servir de medida para a taxa
de alongamento das hifas. Entretanto, tal procedimento nio considera a
formacgdo das ramifica¢des que ocorre durante o crescimento hifal (Griffin,
1994b).

A maioria dos estudos quantitativos requer um meio de cultura liquido;
nesse caso, as culturas podem tanto crescer na superficie (culturas

estacionarias) como submersas (culturas sob agitacdo ou aeracdo). E bem
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sabido que, para fungos, as condi¢des de cultura podem afetar de forma
marcante o crescimento € a producio de metabolitos secundarios. Em culturas
estacionarias, normalmente ocorre o crescimento de uma massa micelial muito
heterog€nea na superficie. A parte superior do micélio ¢ aerdbica, mas
apresenta pouco contato com o meio de cultura. A parte inferior € anaerobica,
embora tenha um maior contato com o meio. Essa situa¢do pode resultar numa
inibigdo do crescimento ¢ em uma produgdo excessiva de metabolitos
secundarios, mas, em alguns casos, ¢ a Uinica maneira de se obter crescimento
do micélio em meio liquido (Burkholder & Sinnott, 1945; Woodhead &
Walker, 1975; Lyda, 1976; Griffin, 1994b).

A agitacdo, além de proporcionar condi¢des mais homogéneas de
crescimento, também favorece a aera¢do, aumentando a disponibilidade de
oxigénio no meio. A concentragdo de oxigénio no meio de cultura influencia
fortemente o0 metabolismo e o crescimento.da maioria dos fungos filamentosos.
Woodhead & Walker (1975) verificaram que, em Penicillium expansum, as
vias do catabolismo da glicose e 0 metabolismo secundario eram dependentes
do grau de aera¢do do meio. Griffin et alii (1974) verificaram que a condigfo
de agitagdo influenciou a taxa de crescimento de Achlya bisexualis, em
diversos substratos nitrogenados.

As colonias de fungos, em culturas liquidas, sob agitagdo, crescem
exponencialmente, de maneira que o logaritmo da quantidade do fungo
aumenta linearmente com o tempo (Griffin et alii, 1974). Essa forma
exponencial de crescimento, caracteristica de microrganismos unicelulares,
também ocorre em fungos filamentosos devido a produgdo de ramificacdes
pelas hifas, que aumentam exponencialmente o numero dos pontos de

crescimento (Griffin, 1994b).
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Uma curva tipica de crescimento tem sido dividida em diversas fases,
chamadas de fase lag, fase log, fase de declinio, fase estacionaria e fase de
morte da cultura. (Cochrane, 1958; Mandels, 1965; Griffin, 1994b). Durante a
fase lag ndo ocorre crescimento mensuravel. A fase lag ¢ seguida por um
periodo de aceleragfio na taxa de crescimento, na qual o logaritmo do peso seco
mostra um aumento linear com o tempo. Essa fase ¢ chamada de exponencial
ou logaritmica. Em seguida, ocorre um periodo onde a taxa de crescimento é
constante, ou apresenta declinio em relagdo a fase anterior, chamado de periodo
de declinio. Apos o periodo de declinio, pode-se observar um periodo onde néo
ocorre crescimento, chamado de fase estacionaria. Diversos pardmetros podem
ser calculados a partir da curva de crescimento, que, além de permitirem um
estudo criterioso do evento, facilitam as comparagdes do crescimento de fungos
em diferentes condig¢des. Griffin (1994b) apresentou uma série de equagdes
utilizadas na obten¢do dos pardmetros de crescimento de culturas de fungos
filamentosos que serdo apresentadas a seguir. A taxa de crescimento ¢ a
mudan¢a na quantidade do fungo presente por unidade de tempo. No caso da
avalia¢do do crescimento de colonias sobre meio gelificado, a taxa do aumento

no comprimento de hifas (1) com o tempo (t) pode ser expressa como:

dl
— =K (1
LS

sendo que K, € a inclinacﬁo da reta e especifica a taxa de crescimento. Com o
rearranjo € a integragcdo da Equagdo 1, pode-se obter a equacdo de crescimento
linear:

I=Kit+c¢c(2)
A Equagdo 2 mostra que o comprimento do micélio, ou o raio da coldnia,

aumenta linearmente com o tempo. A constante ¢ leva em consideracdo o
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inoculo ¢ a duragdo da fase lag anterior ao inicio do crescimento. Durante a
fase log do crescimento, tanto em placas como em meio liquido, a curva de
produc¢do de massa seca mostra uma pronunciada inclina¢do ascendente, na
qual a taxa de crescimento (a inclinagdo da curva) aumenta com o tempo, na
propor¢do da quantidade de micélio. Como a taxa de crescimento, dM/dt, ¢é

proporcional a quantidade do fungo, tem-se:

dM

o HM (3)
sendo M a quantidade do fungo (peso seco, por exemplo) e | a taxa de
crescimento especifica (a taxa de crescimento por unidade de quantidade do

fungo). Com o rearranjo da equagdo 3, obtém-se:

InM = pt + b (4)

ou na sua forma exponencial:

M = glit + b (5)
A Equagdo 5 mostra que o logaritmo de M pode ser plotado linearmente em
fun¢do do tempo e a reta apresentara uma inclinagdo p. O intercepto b leva em
considera¢do a quantidade de inoculo e a duragfo da fase lag. A integra¢dio da
Equagdo 3, em um intervalo de t{ a tp, permite uma avaliagdo graficade L e a

derivagdo de uma expressdo para a estimativa do tempo de duplicagdo:

M>
In ™M, HU- ) (6)
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ou em sua forma exponencial:

Mj ,

A Equacdo 6 mostra que, quando a massa seca M, no tempo ty é o dobro do

valor da massa seca M| em um tempo inicial t{, a Equag¢do 6 torna-se:

In 2 = puty (8)
sendo tq o tempo de duplicagdo, que € o intervalo t; - tp, no qual a quantidade
do fungo dobra. A taxa de crescimento especifica 1 € a inclinagdo da reta no
grafico semi-log, na por¢do exponencial da curva de crescimento e ¢ o
pardmetro de maior utilidade para a compara¢do da taxa de crescimento de
culturas fungicas em meio liquido.

Segundo Griffin (1994b), esta equacdo funciona bem para fungos
unicelulares, quando todas as células se dividem continuamente e para fungos
miceliais, quando todas as hifas continuam a se ramificar. A divisdo e a
ramificagdo irrestrita geralmente ocorrem no inicio do crescimento de uma
cultura e para alguns fungos pode-se conseguir condi¢des que propiciem a
ramifica¢do irrestrita por um consideravel periodo de tempo. Nesses casos, o
micélio permanece frouxo e os nutrientes podem fluir livremente ao redor das
hifas. Entretanto, em alguns fungos, a agrega¢do do micélio conduz a formacdo
de "pellets" que crescem como bolas esféricas. Nessas condi¢des, 0 movimento
de nutrientes € de oxigénio pode-se restringir a superficie do "pellet", alterando
a cinética de seu crescimento. Embora existam equac¢des que descrevam o
crescimento quando ocorre a formagdo de "pellets”, a heterogeneidade dos
"pellets” e as restrigdes devidas as limita¢des na disponibilidade de nutrientes

no seu interior tornam essa forma de crescimento indesejavel para muitos
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estudos fisiologicos (Griffin, 1994b). Segundo Prosser (1993), os "pellets"
podem se originar da agrega¢do dos esporos, do entrelagamento dos esporos
pelos seus tubos germinativos ou, 0 que é menos comum, da agregacdo de
micélios jovens.

As equagdes apresentadas anteriormente descrevem o crescimento de
culturas ndo continuas, nas quais um determinado volume de meio ¢ inoculado
¢ o fungo cresce até que as condi¢des se tornem inibitdrias. Durante o
crescimento, muitas mudangas ocorrem. A quantidade de nutrientes diminui ou
se esgota ¢ ocorre acumulo do fungo ¢ de substancias rejeitadas. Mudancas no
pH e na disponibilidade de O, também perturbam freqiientemente esse tipo de
experimento, interferindo na andlise dos resultados, ou mesmo impedindo
completamente a sua interpretagdo (Griffin, 1994b).

Quando um meio € inoculado € o crescimento ¢ medido durante um certo
periodo de tempo, tem-se como resultado uma tipica curva sigmoidal que pode
ser dividida em diversas fases, com diferentes caracteristicas fisiologicas. As
fases ja mencionadas anteriormente sdo: 12 - fase lag, que pode apresentar um
pequeno crescimento ou ndo apresentar crescimento detectavel; 23 - fase
exponencial com crescimento autocatalitico; 32 - fase de declinio da taxa de
crescimento especifico, em alguns casos vista como uma fase de crescimento
linear; 42 - uma fase estaciondria de duragfo variada, as vezes tdo curta que
nem ¢ observada, e 52 - fase de morte da cultura, usualmente acompanhada por
autolise.

A dura¢do da fase lag depende de diversos fatores, especialmente da
natureza do indculo ¢ dos tipos de nutrientes presentes no meio ( Nicolds &
Villanueva, 1965; Nolan, 1971). A fase lag € uma preparacio fisiolégica para a
fase exponencial. A fase lag, para fungos filamentosos, ndo envolve passos

preparatérios para a divisdo celular, mas envolve a prepara¢do para o
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alongamento da hifa e para a emissdo de ramificagdes. As culturas fingicas sdo
inoculadas com esporos ou com fragmentos de hifas, obtidos pela maceragdo
do micélio em pequenos fragmentos, sendo que nem todos sdo viaveis. Em
ambos 0s casos ndo estdo presentes extremidades de hifas em crescimento ativo
e a fase lag durara até a germinagdo dos esporos ou até que ocorra a formagdo
de novos pontos de crescimento nos fragmentos de hifa do inéculo (Griffin,
1994b).

Fatores nutricionais também podem afetar a duragdo da fase lag. Baixas
concentragdes de aminoacidos relacionados ao ciclo da uréia, como por
exemplo o acido glutdmico, estimulam o crescimento. Entretanto, o efeito
primario do aminodcido manifesta-se na redugio da duragdo da fase lag e ndo
no estimulo da taxa de crescimento (Griffin, 1994b). A inducdo de enzimas
adaptativas ¢ a natureza do substrato também afetam de maneira marcante a
duragdo da fase lag (St. Leger et alii 1988; Janda et alii, 1993).

Os mecanismos que controlam a taxa especifica de crescimento de um
organismo, durante a fase exponencial, ainda ndo estdo claros, mas, segundo
Griffin (1994b), os dados disponiveis sugerem duas hipoteses: 12 - os
diferentes nutrientes podem ser metabolizados em taxas diferentes, controlando
a taxa na qual eles se tornam disponiveis para a sintese de macromoléculas e 22
- €5se€s compostos ou seus produtos podem interagir com os mecanismos de
controle da sintese de macromoléculas.

A taxa de crescimento exponencial ¢ fortemente influenciada pelos
nutrientes fornecidos; tanto as fontes de carbono como as de nitrogénio t€m
influéncia marcante sobre o crescimento (Griffin ef alii, 1974). A formacgdo de
ramificagdes € um evento critico para a manutengdo da fase exponencial de
crescimento e por sua implicagdio na regulacio da taxa especifica de

crescimento (Trinci, 1974). Alguns trabalhos tém relatado uma diminui¢do da



37

concentragdo de aminodcidos livres no micélio ao final da fase exponencial de
crescimento (Lahoz & Ibeas, 1968). Muitas vezes, a fase exponencial pode ser
acompanhada por alteragdes significativas no pH do meio. Campbell et alli
(1978) verificaram em M. anisopliae que a fase de maior crescimento do fungo
era antecedida pela diminui¢do do pH do meio .

O declinio da taxa de crescimento de uma cultura é causado pela
exaustdo de algum nutriente do meio, que passa a ser um fator limitante ao
crescimento, e/ou pelo acumulo de substincias produzidas pelo fungo (Lahoz
& Ibeas, 1968; Santamaria & Reyes, 1988; Griffin, 1994b).

A fase autolitica de culturas tem sido extensivamente estudada em
diversos géneros de fungos. Constituintes do meio de cultura (incluindo as
fontes de carbono e nitrégenio, além de outros minerais) afetam os eventos
desse estagio da cultura. O aumento do pH do meio de culturas em autélise tem
sido freqiientemente verificado. Lohoz ef alii (1979) demonstraram que o grau
de autohise de culturas de Aspergillus niger é influenciado pelo pH do meio. O
aumento do pH do meio favoreceu a autolise no fungo. Lahoz & Ibeas (1968)
verificaram um grau de autdlise de até 85% em culturas aeradas de Aspergillus
Sflavus. A perda total de nitrogénio no micélio autolisado atingiu 82%, enquanto
a perda de fosforo atingiu 90% a partir do inicio da autdlise. Os carboidratos
foram reduzidos em 77% e a concentra¢do de aminodacidos livres no micélio foi
reduzida em 78%. O inicio da autdlise coincidiu com a exaustdo da glicose
utilizada como fonte de carbono. Foi também verificado um aumento do pH do
meio durante a fase autolitica. Lahoz & Miralles (1970) verificaram que a
concentracdo inicial da fonte de carbono influenciou a autdlise em A. niger. O
grau de autolise das culturas de 4. miger crescidas ¢ autolisadas em meio
contendo micialmente 2,5, 5, 10, 20 e 40g/1 foi, respectivamente, de 64, 60, 43,

43 ¢ 43%. A maior perda de nitrogénio micelial (73%) ocorreu quando a menor
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concentragdo de glicose foi utilizada. Diversos trabalhos tém destacado o papel
exercido pelas exoenzimas produzidas durante o processo autolitico.
Santamaria & Reyes (1988) estudaram a produgdo de proteases durante a
autolise de diversos fungos. Foi verificado que o inicio da autolise coincidia
com a redugdo da fonte de carbono (no caso, glicose) a valores menores do que
0,3 umoles ml-1. Segundo os autores, a redugio da glicose poderia desreprimir
a produgdo de proteases extracelulares pelo fungo. De maneira geral, a
atividade proteolitica geralmente aumentou durante a autdlise. A autolise
normalmente coincidiu com um aumento do pH dos meios. Reyes ez alii (1981)
detectaram a sintese de novo de proteinas, particularmente 1,3-B-Glucanase e B
-N-acetilglicosaminidase durante a autolise de Newrospora crassa. Reyes &
Martinez (1988) observaram um aumento na atividade quitinolitica no filtrado
de A. nidulans durante a autolise e a sintese de B-N-acetilglicosaminidase e de
endoquitinases. Alfonso et alii (1991) sugeriram que a quitosana presente na
parede celular de Mucor pode ser degradada pela quitosanase produzida
durante a autdlise, € que a degradagdo da quitina presente na parede pode ser

devida a a¢do de uma endoquitinase produzida durante a autolise.

3.4 - Requerimentos quimicos para o crescimento de fungos

O entendimento da nutri¢do de fungos apresenta importancia pratica e
teorica. E evidente que a elaboragdo de meios sintéticos apropriados ao
crescimento ou a avaliagdo de atividades fisiologicas especificas dependem de
conhecimentos basicos a respeito dos requisitos nutricionais da espécie que
esta sendo estudada (Papavizas, 1970; Li & Holdom, 1995). Menos evidente é

o fato de que até¢ a especificidade apresentada por determinados patdgenos
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pode estar associada a uma disponibilidade especifica de nutrientes no
hospedeiro (Lyda, 1976). Taber & Taber (1987) observaram que o fungo
ectomicorrizico P. finciorius ndo causa o apodrecimento de raizes por ser
incapaz de utilizar como fonte de carbono substratos como a sacarose, a
frutose, a celulose € a pectina presentes nos tecidos vegetais. Li & Siehr (1980)
verificaram, através do estudo do metabolismo do carbono, que o fungo
decompositor de madeira Polyporus sulphureus utiliza substancias associadas
a degradacdo da lignina mais prontamente do que a glicose como fonte de
carbono e energia.

Segundo Campbell et alii (1978), o conhecimento da utilizacdo de
nutrientes para o crescimento e a esporulagdo de fungos entomopatdgenicos
possuem duas possiveis aplicagdes para o desenvolvimento de metodologias de
controle. A primeira seria 0 desenvolvimento de meios para uma eficiente
producdo de biomassa. A preservagio da viruléncia e a selecdo apropriada de
isolados virulentos seria a segunda possivel aplicagdo dos dados nutricionais.

Griffin (1994¢) divide o requerimento nutricional de elementos para o
crescimento em duas classes: os macronutrientes, que sdo substincias
requeridas em concentragdes ao redor de 10-3 M e os micronutrientes,
requeridos em concentragdes ao redor de 10-6¢ M ou menos.

De maneira geral, os fungos s3o organismos pouco exigentes quanto a
natureza quimica da fonte de carbono, podendo utilizar um grande numero de
compostos como fonte de carbono e/ou energia para o seu crescimento (Nicolas
& Villanueva, 1965; Chesters & Peberdy, 1965; Marchant & White, 1966;
Papavizas, 1970; Faro, 1971, Rath er afii, 1995; Li & Holdom, 1995).
Algumas excegdes t€ém sido descritas. Held (1970) verificou que o fungo
aquatico Aqualinderella fermentans possui requerimentos nutricionais

relativamente complexos. Este fato foi considerado uma adapta¢io a uma
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existéncia anaerobica e fermentativa em ambientes ricos em matéria organica.
Os estudos de nutri¢do carbonica tém enfatizado a utizagdo de carboidratos,
aminoacidos, acidos orgénicos, hidrocarbonetos e lipidios. A glicose ¢ a fonte
de carbono mais largamente utilizada. O transporte e o sistema enzimaftico para
a utilizagdo da glicose sdo constitutivos em fungos, ndo sendo requerido um
periodo de adaptagdo para o inicio do crescimento. O crescimento em
dissacarideos, oligossacarideos e polissacarideos requerem a sintese de enzimas
digestivas que, frequientemente, sdo extracelulares. Essas enzimas normalmente
ndo sfo constitutivas € um periodo de indugdo € requerido antes que o
crescimento possa se iniciar (Griffin, 1994c¢).

O crescimento em fontes de carbono insoliiveis como quitina, elastina,
celulose e lignina ¢ dificil de ser medido por duas razdes: 12 - a dificil
separagdo do fungo do substrato utilizado ¢ 22 - a obtengdo de substratos puros
e ndo modificados ( Hackman & Goldberg, 1964).

Ao contrario de muitas bactérias, diversas espécies de fungos geralmente
crescem melhor quando agucares sdo utilizados como fonte de carbono.
Paradoxalmente, a taxa respiratoria ¢ de crescimento de muitos fungos
decrescem com o aumento na concentragdo de glicose no meio ("Crabtree
Effect") (Taber & Taber, 1987). Normalmente, verifica-se que o aumento na
concentragdo da fonte de carbono € acompanhado pelo aumento no
crescimento, embora as respostas ao aumento possam variar grandemente,
mesmo entre isolados de uma mesma espécie (Papavizas, 1970; Latgé et alii,
1978). Li & Holdom (1995) avaliaram o efeito de diversas fontes de carbono
sobre o crescimento € a esporulagio de M. anisopliae. Os resultados mostraram
que diversos carboidratos, especialmente o amido soliivel e a manose,
suportaram o0 crescimento e a esporulagdo. A sorbose provocou anormalidades

no crescimento ¢ inibiu a esporulagdo do fungo.
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A utilizagdo diferencial de fontes de carbono tem auxiliado os estudos de
filogenia e caracterizagdo de linhagens no género Metarhizium. Rath et alii
(1995) mostraram que os dados de utilizacdo de carboidratos gerados pelo
sistema APISOCH (Biomérieus SA) podem ser utilizados para a distin¢do entre
4 espécies de fungos entomopatogénicos : M. anisopliae, M. flavoviride, M.
oncoperae e B. bassiana. Nesse sistema ¢ avaliada a utilizacdo individual de
49 carboidratos diferentes. Segundo os autores, o sistema também permitiu a
separacdo de linhagens dentro da espécie M. anisopliae.

Como o crescimento de um entomopatogeno, particularmente durante a
fase de vida que passa no hospedeiro, ocorre em substratos compostos (por
exemplo cuticula, tecidos internos, € hemolinfa), o entendimento desse tipo de
situacdo pode mostrar-se bastante util em estudos de fisiologia e genética.
Quando misturas de substratos contendo glicose sdo utilizadas, pode-se
verificar que a glicose normalmente tem um efeito repressivo e inibitério sobre
a utilizagdo da outra fonte de carbono. Normalmente, também ocorre que
compostos que ndo sdo utilizados ou que sdo pouco utilizados, quando estdo
presentes como unica fonte de carbono, podem ser bem utilizados em misturas.
MacClung er alii (1960) verificaram que a presenca de glicose no meio
aumentou drasticamente a utilizacdo de diversos agucares que ndo eram
utilizados como tnica fonte de carbono por Nocardia rubra. Taber & Taber
(1987) verificaram que a suplementagdo do meio com uma pequena quantidade
de glicose permitiu o crecimento de P. tinctorius em sacarose, frutose e
celulose.

O nitrato, que ¢ a forma de nitrogénio mais comumente disponivel no
solo, pode ser amplamente utilizado por fungos (Griffin, 1994c¢). Compostos
nitrogenados orgénicos, como a uréia, proteinas e aminoacidos sdo utilizados

em maior ou menor extensdo, dependendo do fungo e do composto fornecido
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(Nicolas & Villanueva, 1965). Bamnes et alii (1975) estudaram o crescimento
de M. anisopliae em 16 fontes de peptona e verificaram que o maior
crescimento ocorreu em triptona (1,8101 g/frasco) € o menor em gelatona
(0,3303g/frasco). Alguns fungos sdo capazes de utilizar proteinas como fonte
de carbono com a mesma eficiéncia que utilizam glicose. Moore & Wood
(1986) verificaram que trés espécies de basidiomicetos comestiveis (Agaricus
bisporus, Coprinus cinereus ¢ Volvariella volvacea) utilizavam proteina como
unica fonte de carbono tdo bem como a glicose. Em meios contendo proteina €
glicose, ambos os substratos eram utilizados simultaneamente e o crescimento
era maior do que o obtido com a utiliza¢do dos substratos, individualmente.
Uma mistura de aminoacidos, como a presente na caseina hidrolizada,
geralmente provoca um crescimento maior ou mais rapido do que o obtido com
qualquer aminodcido utilizado individualmente, sendo desconhecida a base
deste fendmeno (Papavizas, 1970; Griffin, 1994c; Li & Holdom, 1995).
Papavizas (1970), estudando a utilizagdo de aminoacidos pelo fitopatogeno
Sclerotium cepivorum, verificou que alguns aminodcidos (valina, lisina, serina,
glicina, histidina e treonina) ndo eram utilizados como fonte de nitrogénio.
Pelletier & Keitt (1954), citados por Campbell ez alii (1978), sugeriram que a
variabilidade intraespecifica para a utilizagio de aminoacidos pode ser
importante em rela¢do a patogenicidade e a especificidade do fungo Venturia
inaequalis. Nicolas & Villanueva (1965) verificaram que o crescimento do
fungo fitopatogénico Darluca filum iniciava-se ap6s 3 dias, quando asparagina,
caseina hidrolizada ou peptona eram utilizadas como fonte de nitrogénio, mas,
para a maioria dos aminoacidos, o crescimento demorou cinco dias ou mais
para comegar. Campbell ef alii (1978) estudaram o crescimento e a esporulagio
de Metarhizium anisopliae e de Beauveria bassiana em meios contendo 24

aminoacidos como fonte de nitrogénio. Os resultados mostraram que o
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crescimento (medido através da massa seca produzida) pode apresentar grande
variacdo, dependendo do tipo de aminoacido utilizado como fonte de
nitrogénio. No caso de M. anisopliae, a maior produgdo de masssa seca (256,8
mg/frasco) ocorreu quando L-triptofano foi utilizado e a menor producdo (7,8
mg/frasco) ocorreu quando o acido L-cisteico foi utilizado. Li & Holdom
(1995) estudaram a utiliza¢do de peptona de soja ¢ de diversos aminoacidos
individuais por M. anisopliae. A peptona foi uma fonte de nitrogénio muito
melhor do que todos os outros compostos, tanto para o crescimento, como para
a esporulagdo. Os aminodacidos L-glutamina, L-serina, L-asparagina ¢ L-
alanina foram os melhores para o crescimento, enquanto L-cisteina, L-acido
aspartico ¢ L-treonina foram os piores. Segundo os autores, os aminoacidos
provavelmente estimulam estagios particulares do crescimento ou da
esporulagdo; sendo assim, uma fonte complexa de nitrogénio € requerida para a
otimizacdo de todos os processos.

Alguns trabalhos t€ém mostrado que a relagdo carbono/nitrogénio pode
influenciar o crescimento e a esporulacdo. Chesters ¢ Peaberdy (1965)
verificaram que o balango entre a fonte de carbono e de nitrogénio influenciou
tanto o crescimento como a sintese de lipidios em Mortierella vinacea. Latgé et
alii (1978) observaram que a produ¢do de micélio pelo fungo Entomophthora
virulenta decresceu proporcionalmente com o aumento da razdo C/N. A
producdo de micélio por mg de glicose decresceu constantemente com o
aumento da razdo C/N de 1 até 32, enquanto a produgdo de micélio por mg de
proteina hidrolizada aumentou continuamente nesse mesmo intervalo.

Muitas vezes € interessante saber a eficiéncia de conversdo de um
substrato especifico em micélio. A eficiéncia sintética € o quociente entre o
peso seco do micélio dividido pelo peso seco da fonte de carbono consumida,

expresso em porcentagem. O substrato consumido, segundo Griffin (1994c),



44

pode ser convertido em micélio, dioxido de carbono e diversos produtos
metabolicos como dlcool, 4cidos orgénicos, polissacarideos extracelulares e
metabolitos secundarios.

De uma maneira geral, os ambientes nutricionais naturais dos fungos sdo
espacialmente desuniformes, embora a maioria dos estudos nutricionais e de
crescimento ndo leve este importante dado em considera¢do. Ritz, (1995)
estudou as respostas de crescimento de diversos fungos de solo em meios com
nutrientes heterogeneamente distribuidos. Foi verificado que Tricoderma viride
€ Rhizoctonia solani tendem a formar estruturas reprodutivas apenas em sitios
com baixas concentragdes de nutrientes, enquanto Alternaria alternata tende a

formar estruturas reprodutivas em sitios com altas concentragdes de nutrientes.
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4 - MATERIAL E METODOS

4.1 - Linhagens utilizadas

As linhagens de M. anisopliae var. anisopliae e de M. anisopliae var.
majus utilizadas em todos os experimentos foram obtidas junto ao
"Agricultural Reserch Service Collection of Entomopathogenic Fungi"
(ARSEF) e ao Banco de Germoplasma de Fungos Entomopatogénicos do
Departamento de Genética e Evolugio da Universidade Estadual de Campinas.
As origens geograficas, os hospedeiros dos quais foram originalmente isoladas,
bem como as identificagdes nas colegdes das quais foram obtidas sdo

mostrados na Tabela 1.

Tabela 1. Origem e hospedeiros dos quais as linhagens de Metarhizium
anisopliae foram originalmente isoladas

Espécie e Identificacio Hospedeiro original Local onde foi isolada
M. anisopliae var. anisopliae
58b Deois flavopicta Bahia/Brasil
70b NC Franga
73b ‘ NC Franga
Ca Mahanarva posticata NC
BMa Mahanarva posticata Alagoas/Brasil
63a.b Mahanarva posticata Alagoas/Brasil
023.b Deois flavopicta Pard/Brasil
SM(Ca.b Mahanarva posticata Alagoas/Brasil
20b Deois flavopicta Bahia/Brasil
22b.c NC Espirito Santo/Brasil
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20b Mahanarva posticata Alagoas/Brasil
47b Deois flavopicta Bahia/Brasil
35ab Mahanarva posticata Alagoas/Brasil
pb Deois flavopicta Minas Gerais/Brasil
CLIIb.c.d Mahanarva posticata Alagoas/Brasil
Egb Deois flavopicta Espirito Santo/Brasil
Ega.b Deois flavopicta Espirito Santo/Brasil
38b Mahanarva posticata Alagoas/Brasil
157p*.a.b
M. anisopliae var. majus
la NC NC
72 NC NC

a Linhagens utilizadas para obten¢do € dos marcadores RAPD.

© Linhagens utilizadas para a estimativa de pardmetros genéticos da produgdo
de quitinases.

¢ Linhagens utilizadas para a avaliagdo da produgdo de proteases durante o
desenvolvimento ¢ a autolise.

d Linhagem utilizada nas analises respirométricas.

* Mutante obtido a partir da linhagem Eq (Messias & Azevedo, 1980).

4.2 - Material e metodologia utilizada na obtencio e anailise dos
marcadores moleculares
4.2.1 - Meios de cultura e solugoes de rotina
Os meios de cultura basicos utilizados para a manutengdo e crescimento

das linhagens e as solugdes de rotina foram preparados e esterilizados como

descrito anteriormente por Braga, 1992,
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4.2.2 - Reagentes e solucdes utilizadas nas extracoes de DNA

Os reagentes € as solugdes utilizadas nas extragdes de DNA em larga
escala foram preparadas como descrito por Goodwin et alii (1992), enquanto
os reagentes ¢ as solugdes utilizadas nas miniextragdes de DNA foram

preparadas como descrito por Lee & Taylor (1990).

4.2.3 - Obtencio e caracterizacio dos marcadores RAPD

a) Obten¢io de conidios para inoculacio em meio liquido.

A partir de culturas estoques, prepararam-se, em Tween 0,01% (v/v),
suspensdes de conidios que foram utilizadas para inoculagdo de placas de Petri,
contendo Meio Completo (MC). Estas placas foram, dependendo da linhagem,
incubadas a 28°C por periodos variaveis de tempo, até que as mesmas se
apresentassem esporuladas. O periodo de incubagédo utilizado foi de 10-14 dias
para as linhagens de M. anisopliae var. anisopliae ¢ de M. anisopliae var.

majus.

b) Obtenc¢iao do micélio utilizado nas extracdes do DNA.

Para obten¢do de micélio dos diferentes isolados, procedeu-se da
maneira descrita a seguir. Os esporos de duas placas de Petri foram
transferidos para 20ml de solucdo {0,05% Tween 20 (v/v), 0,85%(p/v) NaCl}.

Apos agitagdo em vortex, a suspensdo de conidios foi inoculada em
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Erlenmeyers de 1 litro, contendo 400ml de Meio Minimo Liquido (MML) +
10% (v/v) de Meio Completo Liquido (MCL). Os frascos foram incubados a
28°C, sob agita¢do (150 rpm).

O conteudo de cada frasco foi filtrado em papel de filtro (Inlab Tipo 10)
e lavado com agua destilada estéril. O micélio obtido foi liofilizado e mantido a

-70°C, até o momento do uso.

¢) Extracio do DNA em larga escala

A metodologia de extragdo que foi utilizada é uma modifica¢do feita por
Goodwin et alii (1992) da técnica descrita por Garber & Yoder (1983). O
micélio liofilizado foi pulverizado em almofariz, com adi¢des constantes de
nitrogénio liquido.

A seguir, transferiu-se o micélio pulverizado para tubo de centrifuga
com capacidade para 50ml ao qual foram previamente adicionados 15ml de
tampdo de extragdo (TEx) pré-aquecido a 65°C. A mistura foi agitada em
vortex por, no maximo, 30 segundos. O tubo foi colocado em banho-maria a
65°C, por 20 minutos, tendo-se o cuidado de realizar, ocasionalmente, misturas
por inversdo. A seguir, foram adicionados 15ml de uma solugdo 5M de acetato
de aménio e o conteido foi misturado, delicadamente, por inversdo. Em
seguida, o tubo foi colocado em gelo por 20 minutos (esta etapa serviu para
precipitar algumas proteinas ¢ RNAs de alto peso molecular). A seguir, o tubo
foi centrifugado (6.500rpm, Rotor JA 20 Beckman), por 15 minutos. O
sobrenadante foi, entdo, transferido para um novo tubo, no qual foi adicionado
2/3 do volume inicial de isopropanol, a fim de se precipitar o DNA. Misturou-

se o conteudo através de delicados movimentos circulares. O DNA foi coletado
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através de centrifugacdo ¢ lavado com etanol a 70% (v/v). Posteriormente, foi
seco e dissolvido em 3ml de TE (10mM tris, ImM EDTA, pH 8,0).

d) Separacdo do DNA total em seus componentes: DNA gendmico, DNA

ribosséomico ¢ DNA mitocondrial

A obtengdo das fracdes purificadas de DNA foi realizada como descrito
a seguir. Adicionou-se TE a solu¢do de DNA, obtida no item anterior, até um
volume final de 9,Iml. Em seguida, adicionaram-se 9,48g de CsCl (Sigma,
reagente para biologia molecular) e misturou-se o conteiido por inversdes do
tubo até a dissolucdo do CsCl. A solugdo foi, entdo, transferida para tubo de
centrifuga (Beckman n°326814), ao qual foram adicionados 300ul de solugdo-
estoque de bisbenzimida (10mg/ml). O tubo, apds a colocagdo da solugdo, teve
seu volume completamente preenchido com o6leo mineral (Sigma, reagentes
para biologia molecular) e foi centrifugado (53.000rpm; Rotor Ti 80,
Beckman) por, no minimo, 14 horas. Apds a centrifugacdo, os tubos foram
examinados sob luz ultravioleta (ondas longas). As bandas superior (DNA
mitocondrial), intermediaria (DNA ribossomal) e inferior (DNA gendmico)
foram retiradas com auxilio de seringa (2ml) e agulha (20g).

A bisbenzimida foi retirada através de 3 ou mais extragdes, com solugdo
de SSC-saturada com isopropanol. A seguir, as solu¢des foram diluidas com 3
volumes de TE. Adicionou-se, entdo, 1/10 do volume de acetato de sodio 3M
(pH 5,2) a solugdo contendo o DNA mitocondrial. Todos os DNAs foram
precipitados pela adigdo de 2 volumes de etanol absoluto e resfriamento a -

20°C, por 12 horas. Apds a precipitagdo, os DNAs foram coletados por
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centrifugac¢do (Rotor JA 20, 15.000rpm) por 15 minutos. A seguir, o0 DNA foi

resuspendido em TE de acordo com o tamanho do "pellet".

¢) Analise quantitativa e qualitativa dos DNAs

As analises foram realizadas em espectofotdmetro, seguindo os

parametros descritos por Maniatis e alii (1982).

f) Miniextracdes de DNA

As extracdes de DNA em pequena escala foram realizadas segundo a
metodologia descrita por Lee & Taylor, (1990).

A um Eppendorf de 1,5ml foi adicionado micélio liofilizado e
pulverizado em almofariz, como o descrito anteriormente. A quantidade de
micélio variou, dependendo da linhagem, nunca sendo, entretanto, superior a
60mg. A seguir, adicionaram-se 600ul de tampdo de lise (TL), previamente
aquecido, e mcubou-se a mistura a 65°C, por 1 hora. Terminado o periodo de
incubacdo, adicionaram-se 600ul de cloroférmio:fenol equilibrado (1:1).
Posteriormente, a mistura foi submetida a centrifugagdo 10.000g por 15
minutos. Removeram-se 300ul da fase aquosa, contendo o DNA, para um tubo
novo. A remocdo foi feita com extremo cuidado, de modo a ndo serem pegos
"debris" celulares presentes na interfase. Repetiu-se a extragdo fenodlica por
mais duas vezes. Foram adicionados 10ul de acetato de so6dio a fase aquosa,
seguido da adi¢do de 0,54 volumes de isopropanol. Apds a precipitagdo do

DNA, (normalmente os DNAs foram armazenados a -20°C nas condig¢des
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anteriormente descritas) procedeu-se uma centrifugacdo a 10.000g, por 2
minutos. O sedimento foi lavado com etanol 70% (v/v) a -20°C e os tubos
foram 1nvertidos sobre papel absorvente e deixados secar. O DNA foi

resuspenso em TE (10mM tris-HCI, 0,1mM EDTA).

g) Obtencio dos marcadores RAPD

As condigdes de amplificacdo utilizadas foram as descritas por Williams
et alii (1990). As reagdes de amplificagdo foram realizadas em volumes de 25
ul, contendo: 10mM Tris-Cl, pH 8.3; 50mM de KCl; 2mM de MgCly; 0,01%
de gelatina (Sigma); 100mM de cada dATP, dCTP, dGTP e dTTP
(Pharmacia); 0,2mM do "Primer" ("Kit OP-M obtido junto a Operon
Tecnology, descritos na Tabela 2); 0,5 unidade de Taqg DNA polimerase
(Pharmacia) e 25 ng do DNA molde (foi utilizada a fragdo gendmica obtida
apos ultra-centrifugagdo do DNA total em gradiente de CsCl). Os fragmentos
amplificados foram submetidos a eletroforese em géis TAE-agarose (1,5% ) ¢

visualizados através da utilizagdo de brometo de etidio (Maniatis et alii, 1982).

Tabela 2. Codigo e seqiiéncia dos "primers"” utilizados

Codigo . Seqiiéncia (5'-3")
OPM-03 GGGGGATGAG
OPM-04 GGCGGTTGTC
OPM-05 GGGAACGTGT
OPM-06 CTGGGCAACT
OPM-07 CCGTGACTCA
OPM-08 TCTGTTCCCC
OPM-09 GTCTTGCGGA
OPM-15 GACCTACCAC
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h) Analise genética dos padrdes de RAPD

Os fragmentos amplificados de DNA (bandas) foram analisados em
todas as linhagens, baseando-se em dois estados possiveis: 0 (fragmento
ausente) e 1 (fragmento presente). As estimativas das relagdes genéticas entre
todos os pares de 1solados foram calculadas usando-se valores de distancia (D),
gerados pela formula D =1 - 2Cx v / (Ux + Uy + 2Cx y) (Nei & Li, 1979),
na qual Cx vy € igual ao numero de fragmentos comuns as linhagens X e Y, ¢
Ux e Uy representam o niamero de bandas unicas. Os valores de D variam
entre 0 ¢ 1. Quando o valor de D para uma comparagdo de linhagens esta
proximo de 0, um alto grau de similaridade genética é indicado. Valores de D
proximo de 1 indicam baixo grau de similaridade genética (Yoon & Glave,
1993).

Os marcadores RAPD também foram analisados pelo programa NTSYS-
pc, versdo 1.70 (Rohlf, 1993). Foi criada uma matriz de similaridade, usando-
se o coeficiente de similaridade de Jaccard (Sneath & Sokal, 1973), que ndo
considera a auséncia simultdnea do marcador como um indicativo de
similaridade entre duas linhagens. A constru¢do do dendograma foi feita
através do método (UPGMA) "unweighted pair group method, arithmetic
mean" (Sneath & Sokal, 1973).
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4.3 - Estimativas de parimetros genéticos da producio de quitinases

por M. anisopliae

4.3.1 - Linhagens utilizadas e obten¢io dos esporos

As 17 linhagens de M. anisopliae utilizadas neste experimento foram
caracterizadas anteriormente (Tabela 1). Para a obten¢do de esporos, os
isolados foram crescidos sobre Meio Minimo Sélido (MMS) a 28°C, por 12
dias.

A viabilidade dos conidios foi obtida pela inoculagdo de suspensdo
contendo 106 conidios por ml em placas com MMS. Apoés 14 horas de
incubag@o a 28°C, observou-se a porcentagem de conidios germinados e ndo

germinados em uma amostra, ao acaso, de 500 conidios.

4.3.2 - Obtencao do filtrado para avaliacio de suas atividades

enzimaiticas

Erlenmeyers de 50 ml, contendo 17 ml de MML, com 1% (p/v) de
quitina, em substituicdo a glicose, autoclavados a 121°C, por 20 minutos,
foram inoculados com 3ml de suspensdes, contendo 3x106 conidios mi-1 e
incubados a 28°C, com agitagdo (150 rpm), por periodos variaveis de tempo. A
quitina utilizada ("From Crab Shells, Practical Grade, Sigma") foi peneirada,
aproveitando-se somente a fragdo que passou através de malhas com 0,149mm.

ApOs o periodo de crescimento, o conteudo de cada frasco foi filtrado
em papel (Inlab, tipo 10), previamente tarado, a fim de se reter a massa micelial

produzida. O filtrado recolhido foi distribuido em aliquotas de 1ml e mantido
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congelado a -70°C, at¢ o momento do uso. Para um dos isolados (58),
recolheu-se o filtrado e determinou-se a atividade enzimatica em intervalo
compreendido entre 0 2° e o 8° dia de crescimento. Para comparacdo das
atividades enzimaticas, utilizou-se o filtrado de todos os isolados com 7 dias de

crescimento.

4.3.3 - Determinagiio da atividade quitinolitica dos filtrados

Para determinag¢do da atividade quitinolitica dos filtrados, procedeu-se da
seguinte maneira: a cada tubo, contendo 1ml do filtrado, descongelado em
banho de 4gua a 37°C, foi adicionado 1ml de uma suspensdo de "chitin azure"
(Sigma) 2mg/ml, em tampdo Mcllvaine's (acido citrico-fosfato, pH 5,2). A
mistura foi incubada a 37°C com agita¢do de 200 rpm. Ap6s 10h, o contetdo
do tubo foi centrifugado a 3000g (rgy = 7,0), por 10 minutos, € uma aliquota
de 100p! do sobrenadante teve sua absorbancia determinada a 575nm. O
precipitado foi resuspendido e continuou-se a incubag¢do por mais 12 horas, no
fim das quais o procedimento anterior foi repetido. A absorbancia foi
determinada em "Micro Cell 8mm high" (Beckman), com espectofotdmetro
Beckman DU 70.

A atividade enzimatica € expressa pela variagdo ocorrida na absorbancia

do sobrenadante durante os periodos de incubacdo (10 € 22h).

4.3.4 - Planejamento experimental e analise estatistico-genética
Para um melhor controle ambiental, as 17 linhagens foram avaliadas em

dois experimentos separados, contendo respectivamente 8 ¢ 9 tratamentos. O
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delineamento utilizado foi o de grupos (s) de experimentos inteiramente
casualizados, tendo a linhagem 58 como testemunha comum. O namero de
repeti¢des (r) foi trés. Em um dos grupos, a testemunha foi considerada como
uma das linhagens ensaiadas, a fim de que pudesse contribuir para a
variabilidade total. O esquema da analise de varidncia combinada dos dois
grupos ¢ mostrado na Tabela 3. A analise dos dados e o ajuste das médias

foram realizadas conforme o método proposto por Pimentel Gomes (1968).

Tabela 3. Esquema das analises de varidncia e covaridncia combinadas, com as
esperan¢as dos quadrados médios (QM) e dos produtos médios (PM)

FV GL QM E(QM) PM E(PM)

Entre 1 QMp PMp

Experimentos

Linhagens vs 1 QMc PMc

test./Exp 1
Entre linhagens / 15 QMg | VE+3Vg | PMg | COVE+3COVG

Exps
Erro / 36 QMg VE PMEg COVEg

Experimentos
Total 33

Os componentes da varidncia foram estimados dentro dos grupos do
seguinte modo:
a) varidncia genética (V) = (QMg - QMEg) / ;
b) varidncia devida ao erro experimental (VE) = QME;

¢) varidncia fenotipica entre as médias, dentro de grupos ( VP) =QMg /1.
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Para avaliar a correlagdo entre os caracteres, os seguintes coeficientes
foram obtidos:

a) correlagdo genotipica entre as linhagens:

(i6) = COVGxyy / Vo x) Vowl™

b) correlagdo ambiental:
(fg) = COVExy) / [ VE(x) Vel
¢) correlagdo fenotipica:
(fp) = [COVGixy) + COVEG/ {1V G * Vel TV 6w + Vi)l

As covariincias foram obtidas da analise da varidncia da soma das
variaveis (z = x +y) (Kempthorne, 1966).

Estimativas da varidncia do erro da média ajustada de qualquer

"n.n "o

tratamento, com “¢” tratamentos comuns por grupo ¢ "s" grupos com 'r

repetigoes:

Viyy=(QMEg /1) /[1 + ( Ve)(1 - 1/s)]
com ¢ = 1, no presente caso.
Para a comparacdo entre médias ajustadas de tratamentos, as seguintes
variancias foram estimadas:

a) do contraste entre duas médias de tratamentos regulares dentro de grupos:

(Vw) = 2QME /r
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b) do contraste entre dois tratamentos regulares de grupos diferentes:

(Vp) = (2QMg /n)«(1 + 1/c)

4.3.5 - Estimativa de parimetros adicionais

Os seguintes parametros adicionais foram estimados:
a) herdabilidade ao nivel individual: (Bz) = VG / (\7G + VE) € ao nivel de
médias: (ﬁ‘?ﬁn) = \7G / Vp
b) Ganho esperado pela sele¢do direta: (Gg) =K (VG / Vp*2) para um K médio
de 0,96 {com amostras pequenas, K = 0,91, para sele¢do de 3 em 8
linhagens (3/8) e 1,00 para seleg¢do de 3 entre 9 linhagens (3/9)} (Fisher &
Yates, 1966).

¢) Ganho porcentual esperado pela sele¢do em relagdo a média do carater:

(Gg%) = (Gg / Yg) 100, sendo Y a média inicial do carater.

4.3.6 - Coeficiente de correlagio de Spearmman

Como fo1 feita a determinacdo da atividade quitinolitica apresentada
pelos 1solados, utilizando-se dois periodos de incubagdo com o substrato,
calculou-se o coeficiente de correlagdo de Spearmman (Steel & Torrie, 1960)

para verifica¢do da coincidéncia dos dados obtidos.
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4.4 - Avalia¢do da producio de proteases durante o desenvolvimento e

a autolise de culturas submersas de M. anisopliae

4.4.1 - Origem e manutencio das linhagens

As duas linhagens de M. anisopliae utilizadas neste experimento (CLII e
22) foram caracterizadas anteriorente ( Tabela 1). Os esporos foram obtidos
crescendo-se os isolados sobre MCS (Pontecorvo ef alii, 1953) a 28°C, por 12

dias.

4.4.2 - Obtencio dos filtrados de cultura e determinacio de suas

atividades enzimaticas

Erlenmeyers de 50ml, contendo 30ml de meio de cultura, foram
inoculados com 3ml de uma suspensdo, contendo 3x107 conidios por ml, em
uma solug¢do aquosa contendo 0,85% (p/v) de NaCl e 0,002% (v/v) de Tween-
20. A seguir, os mesmos foram incubados a 28°C, com agitagdo de 150rpm,
por periodos varidveis de tempo (1 a 16 dias). Depois de cada periodo de
incubagdo, o contetido de cada frasco foi filtrado em papel Inlab tipo 10,
previamente tarado, a fim de se reter a massa micelial produzida. O filtrado
coletado foi dividido em aliquotas de 1ml e armazenado a -70°C. A presenca de
possiveis contaminantes ao longo de todo o experimento foi monitorada através
da observagdo microscopica do filtrado e do plaqueamento em MCS de
aliquotas do meio. Controles, contendo apenas o meio de cultura, foram
utilizados para a verificagdio das alteragdes nos volumes dos meios ao longo
dos 16 dias de incubagdo. Todos os experimentos foram realizados em

triplicata.
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Foram utilizados dois meios de cultura: 1 - Meio repressor {MML, com
a concentragdo de glicose reduzida a 0,5% (p/v)} e 2 - Meio indutor {MML,

sem NaNOs3 e com caseina a 0,5% (p/v), em substitui¢do a glicose} .

4.4.3 - Determinagio da atividade proteolitica contra caseina

A atividade caseinolitica foi determinada da seguinte maneira: ao filtrado
descongelado a 30°C adicionou-se Iml de uma solu¢gio de caseina
(Hammarsten, livre de vitaminas) a 2% (p/v) em tampdo Tris-HC1 0,05M, pH
8,0. A mistura foi incubada a 30°C, por 15 minutos, sem agita¢do. A reagdo foi
paralisada pela adi¢do de Sml de uma solugdo de acido tricloroacético a 10%
(p/v) e as amostras foram deixadas em repouso a 25°C por 1 hora. Apds
centrifugacdo a 3000g (r,y, = 7,0 cm), por 15 minutos, o sobrenadante foi
filtrado em papel Inlab tipo 10 e teve sua absorbancia deteminada a 280nm.
Controles, nos quais o acido tricloroacético foi adicionado ao filtrado de
cultura antes da adi¢do do substrato, foram feitos em paralelo para todos os
tratamentos .

Como branco, foi usada uma mistura, contendo 1ml de tampdo, em
substitui¢do ao filtrado, tratada da mesma maneira. A atividade enzimatica ¢é
dada pela variacdo ocorrida na absorbancia do sobrenadante, durante o periodo

de incubacéo x 10.

4.4.4 - Determinacio da atividade proteolitica contra elastina

A atividade elastolitica do filtrado foi determinada da seguinte maneira:

ao filtrado de cultura descongelado a 30°C foram adicionados 4ml de tampao
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Tris-HCl 0,05M pH 8 e 6mg de elastina Congo red (Sigma). A mistura foi
agitada vigorosamente por 10 segundos e incubada a 30°C, por 30 minutos. A
seguir, foi centrifugado a 5000 g (r,, = 7,0cm), por 10 minutos.

O sobrenadante foi filtrado em papel Inlab tipo 10 e teve sua absorbancia
determinada a 450nm. Controles, nos quais o substrato foi suprimido da
mistura de rea¢do, foram feitos em paralelo para todos os tratamentos. Como
branco utilizou-se o tampdo. A atividade enzimatica ¢ dada pela variagdo
ocorrida na absorbancia do sobrenadante, durante o periodo de incubagdo x

100.

4.4.5 - Determinacio da glicose residual

O total de agucares redutores (glicose residual) presentes no meio
repressor, ao longo do crescimento, foi determinado de acordo com a

metodologia descrita por Nelson (1944).

4.4.6 - Determinacio da massa seca e da autolise

A massa seca, produzida em 30ml de meio de cultura, foi obtida pela
secagem do micélio em estufa a 70°C, por 72 horas.

A autolise foi determinada como descrito por Reyes & Lahoz (1977b). O
grau de autolise foi definido como sendo a porcentagem da perda de massa
seca micelial entre o dia do maximo crescimento (usado como ponto inicial da

autdlise) e o dia no qual a amostra foi avaliada.
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4.4.7 - Eficiéncia do crescimento

A eficiéncia do crescimento nas duas fontes de carbono foi estimada

pelo coeficiente econdmico (CE), que é dado pela formula:

Peso seco micelial (mg)

N Quantidade da fonte de carbono consumida (mg)

4.5 - Determinacio do consumo de oxigénio por M. anisopliae durante

a germinaciao ¢ o desenvolvimento

4.5.1 - Linhagem de M. anisopliae utilizada e preparacio do

inoculo

A linhagem utilizada nas avalia¢des respirométricas foi a CLII (Tabela
1). Os esporos foram recolhidos de colonias com 12 dias, as quais foram
crescidas em placas sobre MCS, a 28° C. Os esporos foram suspensos em uma
solugdo contendo 0,85% (p/v) de NaCl e 0,002% (p/v) de tween 80. A seguir, a
suspensdo foi filtrada em camadas multiplas de gase, a fim de se reterem
possiveis fragmentos de micélio. Posteriormente, os conidios foram lavados
duas vezes e resuspensos em solugdo de mesma composi¢do. A concentragdo
de conidios foi ajustada para 3 106 conidios por ml de suspensdo com ajuda de

hematimetro.
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4.5.2 - Substratos avaliados

O consumo de oxigénio, durante a germinagio e as fases subseqiientes
do desenvolvimento das culturas, foi avaliado em meios contendo diversos
substratos orgénicos, que serviram como unica fonte de carbono € energia.

Nos experimentos respirométricos foram utilizados os substratos

descritos a seguir:

a) Agucares: glicose; N-acetilglicosamina (Sigma) e quitina ("purified powder

from Crab shells", Sigma, preparada como descrito no item 4.3.2).

b) Proteinas: caseina (seg. Hammarstem, livre de vitaminas); caseina
hidrolizada (Bacto casamino acids , Difco); gelatina ("type A: from porcine
skin", Sigma); elastina ("from bovine neck ligament, powder", Sigma,

preparada como descrito no item 4.3.2).

¢) Aminoacidos: L-cistina; DL-serina; L-prolina; D-prolina; L-alanina e L-

acido glutdmico. Utilizaram-se apenas aminoacidos da marca Sigma.

Os substratos foram adicionados individualmente a0 MML, sem glicose,
na concentragdo de.0,25% (p/v). O pH do meio foi ajustado, em todos os
casos, para 6,5, com solu¢do de NaOH 2 N. Os meios foram autoclavados em
baldes volumétricos de 50ml (121° C, 20 minutos). O volume foi reajustado,

apos a autoclavagem, com agua destilada estéril.
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4.5.3 - Avaliagio do consumo de oxigénio

O consumo de oxigénio foi determinado em respirdmetro diferencial
Gilson. Os procedimentos basicos adotados nos experimentos de respirometria
foram descritos por Destéfano (1993). A fim de se reter o CO, liberado
durante a respiragdo, foram utilizados 400l de solugdo de KOH a 30% (p/v),
distribuidos da seguinte maneira: 200ul foram colocados no vaso central do
frasco de reagdo e 200ul foram colocados no brago lateral. Com o propésito de
aumentar a superficie de retengdo, foram colocados pedacos retangulares de
papéis de filtro no vaso central (3 x 2 ¢cm) ¢ no brago lateral (2 x 1 cm). Em
cada frasco de reacdo, foram colocados 4,5 ml de meio de cultura e 0,5 ml de
inoculo, de modo que a concentragdo final da fonte de carbono ficou sendo
0,225% (p/v) e a concentragdo de conidios 3 106 conidios por ml de meio.

O respirdbmetro foi preparado e ligado 1 hora antes do inicio do
experimento, para que todo o sistema pudesse entrar em equilibrio térmico.
Durante os experimentos, todo o sistema foi mantido em banho a 28° + 0,1° C,
sob agita¢do de 50 oscilagdes por minuto. As leituras foram feitas diretamente
em ul de oxigénio consumido, em intervalos médios de 2 horas.

Nos experimentos de respirometria, foram utilizados dois tipos de
controles. Em um dos controles (controle 1), a fim de se estimar a respiracao
enddgena, a suspensdo de conidios, preparada como descrito no item 4.5.1, foi
inoculada em meio sem a fonte exdgena de carbono. No segundo (controle 2),
com o objetivo de se detectarem possiveis efeitos de residuos do tween 80,
provenientes do inoculo, no meio de cultura, a suspensdo de conidios foi
preparada usando-se apenas solugdo de NaCl a 0,85% (p/v) e inoculada em

meto sem fonte exogena de carbono.



64

4.5.4 - Obtencio dos filtrados de culturas e determinacio da

massa seca

Quando necessario, a massa seca produzida nos experimentos
respirométricos foi determinada como descrito a seguir. Os frascos de reacdo
foram desconectados do aparelho ¢ o meio de cultura foi retirado e filtrado em
papel previamente lavado e tarado (Inlab tipo 10). A seguir, com o auxilio de
micropipeta, retirou-se cuidadosamente a solu¢do de KOH e os papéis de filtro.
O vaso central ¢ o brago lateral foram, entdo, lavados com agua destilada e
secos com papel absorvente. Posteriormente, com o auxilio de espatula e de
lavagens sucessivas do frasco de reagdo, foi retirado o restante do micélio, que,
apos lavagens com dgua destilada estéril, foi seco em estufa como descrito no
item 4.3.6. O pH do meio foi medido com o auxilio de papel indicador. A
presenga de possiveis contaminantes foi checada tanto por observacgdes ao
microscopio, como por plaqueamento de aliquotas do meio em placas contendo
MCS.

A concentragdo de agucares redutores totais (glicose residual), presentes
no meio contendo glicose como fonte de carbono, foi determinada ao longo do

periodo de crescimento e autolise como descrito no item 4.4.5.

4.5.5 - Determinacdo da germinacio

Foram feitos experimentos especificos, em respirdmetro, para o
acompanhamento da germinagdo dos conidios nos meios contendo as diversas
fontes de carbono e nos dois controles (descritos no item 4.5.3). Cada

experimento foi montado como descrito em 4.5.3 e, apés periodos de
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incubagdo, que variaram de 6 a 14 horas, os frascos de reacdo foram
desconectados para que aliquotas do meio pudessem ser retiradas. Trés
amostras aleatorias de pelo menos 100 conidios foram observadas para a
determinagdo da porcentagem de conidios germinados. Os conidios foram
considerados germinados quando apresentavam um tubo germinativo

discernivel.
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5- RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 - Marcadores moleculares

5.1.1 - Anailise do DNA de M. anisopliae através de RAPD

Foram determinados os padrdes de amplifica¢do de 8 linhagens de M.
anisopliae var. anisopliae ¢ duas linhagens de M. anisopliae var. majus para 8
diferentes "primers". Todos os "primers" (Tabela 2) usados foram capazes de
amplificar bandas polimdrficas em todas as linhagens de M. anisopliae ¢
produziram diferentes padrdes de amplificagdo (Figura 1). Foram observados
alguns casos de linhagens que apresentaram os mesmos padrdes de
amplificagdo para alguns dos "primers", mas ndo se observaram duas linhagens
apresentando os mesmos padrdes de amplifica¢do para todos os "primers". Por
exemplo: as linhagens Eg9 e 157p apresentaram os mesmos padrdes de
amplificagdo para os primers OPM-4, OPM-5, OPM-6, OPM-9 ¢ OPM-15,
mas diferentes padrdes para os primers OPM-7 ¢ OPM-8. Estes resultados
reafirmaram a possibilidade da utilizagio do RAPD para a obten¢do de
"fingerprints" gendmicos no género Metarhizium (Fegan et alii, 1993;
Bidochka er alii, 1994; Tigano-Milani et alii, 1995). O maior nimero de
fragmentos amplificados foi obtido com o "primer" OPM-3 (12 bandas) € o
menor com o primer OPM-4 (2 bandas). Em média, foram geradas 6,5 bandas
polimorficas por "primer". Embora tenha sido demonstrado que, em alguns
casos, a variagdo na concentragdo de DNA afeta de maneira significativa a
reprodutibilidade das reagdes de amplificagdo (Davin-Regli et alii, 1995), ndo

foram verificadas alteragdes nos padroes de amplifica¢do quando foi usado Ing
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ou 0,5 ng de DNA molde por ul de rea¢do. O grande nimero de marcadores
moleculares possiveis de serem obtidos através do RAPD abre a perspectiva de
se encontrarem marcadores que apresentem ligagdo com as complexas
caracteristicas fisiologicas (de natureza multifatorial) relacionadas a viruléncia
¢ a especificidade do fungo. Isso tornaria possivel a selecdo indireta através dos
marcadores moleculares, com grandes beneficios para os programas de
melhoramento genético da espécie. A associagdo de marcadores de DNA com
caracteristicas fisiologicas complexas, como a viruléncia, tem sido realizada
com sucesso em algumas espécies de fungos fitopatogénicos (Chen et alii,
1993).

A identificagdo individual de linhagens através da utilizacio dos
"fingerprintings" gendmicos apresenta uma série de aplica¢des praticas para os
programas de melhoramento genético de fungos entomopatogénicos. Ela torna
possivel 0 acompanhamento individual de linhagens utilizadas em ensaios de
competicio no campo e a distingdo entre as linhagens ensaiadas e as
autoctones. Ensaios de persisténcia ambiental também poderdo ser conduzidos
de maneira mais precisa e segura. A identificacdo através de marcadores
RAPD também contribuira para a verificagdo da estabilidade genética das
linhagens de M. anisopliae mantidas em bancos de germoplasma por longos

periodos de tempo.
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OPM-5 OPM-6
Eg 157p35 CBM 63 02 SMC1 7 Eqg157p35 C6302 1 7

L

A

Figura 1. RAPD das dez linhagens de M. anisopliae obtidos com os "primers" OPM-5 e
OPM-6. A identificagdo dos isolados ¢ mostrada acima de cada coluna. Os

marcadores de peso molecular s3o mostrados a esquerda do gel ( A, 3.054 pb; B,
1.018 pb e C,506,5pb).

5.1.2 - Analise dos dados de RAPD

Uma matriz foi construida com os valores de distancia genéticas entre
todas as linhagens avaliadas (Tabela 4). Para a constru¢do da matriz de
distancias, foram analisadas 52 bandas polimorficas. As linhagens de M.
anisopliae var. anisopliae mostraram uma distancia genética média de 0.2416

(dp 0,1416). A maior distincia entre duas linhagens var. anisopliae (0,4839)
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foi observada entre as linhagens C e 35 e a menor (0,0370) entre as linhagens
Eg e 35. Esta consideravel diversidade observada dentro do taxon M.
anisopliae var. anisopliae confirma os resultados obtidos em trabalhos
anteriores (St. Leger et alii, 1992b; Fegan et alii, 1993; Pipe et alii, 1995). As
linhagens var majus mostraram uma distancia média de 0,7277 (dp 0,0547) das
linhagens var anisopliae, o que permitiu a distingdo entre os grupos. Estes

resultados foram confirmados pelo dendograma (Figura 2).

Tabela 4. Valores das distincias genéticas entre os isolados estimados através
dos padrdes de RAPD. A disténcia foi estimada através do uso de 8

"primers"
M. anisopliae var. anisopliae var. majus
Eg 157, 35 C BM 63 02 SMC 1 7
Eg 0,085 0037 0385 0,200 0,143 0333 01111 0,739 0,733
157, 0,087 0429 0405 0044 0250 0,151 0784 0,660
35 0,484 0370 0,105 0,189 0,091 0,786 0,737
C 0,304 0,379 0467 0391 0,714 0,677
BM 0,421 0333 0241 0724 0,742
63 0,121 0,097 0,784 0,610
02 0,111 0,739 0,722
SMC 0,826 0,667
1 0,313
7
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Figura 2. Dendograma gerado pelo UPGMA usando-se o coeficiente de similaridade de
Jaccard, no programa NTSYS-pc. A anilise foi baseada em 52 bandas
polimdrficas.

5.2 - Estimativa de parimetros genéticos da producio de quitinases
3.2.1 - Cinética da producio de quitinases

A Figura 3 mostra a varia¢do na atividade quitinolitica apresentada pelo
filtrado de cultura da linhagem 58, em funcdo do tempo de crescimento. O
aumento na atividade foi crescente até o 8° e ultimo dia avaliado. Em
experimentos semelhantes, St. Leger et alli (1986¢) obtiveram resultados

parecidos para as enzimas B-N-acetilglucosaminidase e quitinase.



71

0,14 —
! o T
012 ~ =
£ 01 - -
5 | -
5
« 008
] _
2 Iz o
=
3006 - B
<008 - . .
: -
0,02 -
0 - —————— —_— - o — - —_—
0 1 2 3 4 5 6 7 8

Figura 3. Atividade quitinolitica presente nos filtrados de culturas da linhagem 58. A
atividade € dada pela variagdo na absorbancia do sobrenadante determinada
apos 10 e 22 horas de incubagdo com o substrato.

5.2.2 - Médias e dispersio dos caracteres avaliados

Os isolados ensaiados apresentaram alta viabilidade, que variou entre
96,0 e 98,0%.

Na Tabela 5, sdo mostradas as médias ajustadas de trés repetigdes
referentes aos caracteres avaliados nas 17 linhagens. Os resultados mostraram a
presenca de grande variabilidade intra-especifica para a producio de
quitinases, sendo que a maior atividade determinada mostrou-se
aproximadamente 5 vezes superior & menor quando a avaliagdo foi feita apos
12 horas de incubagdo com o substrato e 6,5 vezes superior quando a avaliagio
foi feita apos 22 horas. Da mesma maneira, a estimativa da variancia genética,

como pode ser observado na Tabela 6, foi 3,7 vezes maior quando a avalia¢do
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da atividade foi feita apds 22h de incubagdo. O coeficiente de correlagdo de

Spearmman entre as duas avaliagdes foi de 0.958 (para um t de 12,94**).

Tabela 5. Médias ajustadas das 17 linhagens de M. anisopliae para atividade
quitinolitica. Erro de médias ajustadas 1/\7“) e erro da diferenca entre

as médias de dois tratamentos: m (do mesmo grupo); M (de
grupos diferentes)

Linhagem Experimento Atividade quitinoliticad
A B
(58)b 1 0.0828 0.1600
63 1 0.0712 (7°)¢ 0.1278 (8°)¢
E¢ 1 0.0453 (14°) 0.0935 (13°)
70 1 0.1190 (2°) 0.1834 (29)
38 1 0.0294 (16°) 0.0442 (16°)
Eg l 0.0961 (3°) 0.1631 (4°)
SMC 1 0.0740 (6°) 0.1535 (6°)
02 1 0.0553 (10°) 0.1025 (10°)
29 1 0.0522 (11°) 0.0795 (14°)
(58) 2 0.0925 (4°) 0.1695 (3°)
47 2 0.0458 (13°) 0.0998 (11°)
P 2 0.0309 (15°) 0.0695 (15°)
157, 2 0.0688 (8°) 0.1437 (7°)
CLII 2 0.1340 (1°) 0.2812 (1°)
73 2 0.0785 (5°) 0.1543 (5°)
20 2 0.0505 (12°) 0.0962 (12°)
22 2 0.0261 (17°) 0.0430 (17°)
35 2 0,0622 (9°) 0,1230 (9°)
Média geral
Dos experimentos 0.0675 0.1271
Das 17 linhagens
(Yg)d 0.0663 0.1249




3

Ve, 0.0056 0.0056
S 0.0065 0.0065
o 0.0091 0.0091

@ Varia¢do na absorbéncia a 575nm, apds 10h e 22h de incubacdo com o
substrato.

b Média ndo ajustada da linhagem controle.

¢ "Ranking"das médias das linhagens.

d Inclui a média ajustada da linhagem 58 no experimento 2.

Tabela 6. Quadrados médios das andlises de varidncia da atividade
quitinolitica. Significancia pelo teste F e coeficientes de varia¢io

FV Atividade quitinolitica@
A B
Linhagens /
Experimentos 0.00292%x* 0.01072%=*
Linhagens vs Test /
Exps 0.00105** 0.0057 1 **
Erro / Experimentos 0.00006 0.00006
Coeficientes de
varia¢ado (%) 11.9 6.3

2 Variag¢do na absorbéncia a 575nm apos 10h (A) ¢ 22h (B) de incubagdo com
o substrato.
** Significativo ao nivel de 1%.
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5.2.3 - Analise da variancia

Os resultados da analise da varidncia a que foram submetidos os dados
com os valores dos quadrados médios, coeficientes de varia¢do e significdncia
relativa ao teste F sdo apresentados na Tabela 6. Os resultados indicaram a
presen¢a de uma variagdo genética significativa entre as linhagens para os
caracteres avaliados.

As estimativas das varidncias fenotipicas € de seus componentes sdo
mostrados na Tabela 7. A Tabela 8 mostra as estimativas da herdabilidade (fl2
e h2) e as estimativas dos ganhos esperados na selego (Gg e Gg%). Estes
valores mostram que a atividade quitinolitica tem uma forte determinagdo
genética. Portanto, a selegdo entre os isolados deve promover um consideravel
melhoramento. De fato, com base no periodo de 12 horas de incubagdo, a
expectativa € de que as linhagens selecionadas sejam 44,19% superiores a
média dos 17 isolados iniciais. Apos 22 horas de incubagdo, a sele¢cdo mostrou-

se mais eficiente, com um ganho esperado de 45,68%.

Tabela 7. Estimativas das varidncias fenotipicas entre médias de linhagens
(Vp), varidncias genotipicas (V) e varidncias devidas ao erro
experimental (Vg/r)

Caracteres | (Vp) ( VG) (VE /r)
Atividade

quitinoliticad 0.00097 0.00095 0.00002
Atividade

quitinoliticab 0.00357 0.00355 0.00002

a Variag¢do na absorbancia a 575nm, apos 10h de incubagdo com o
substrato.

b Variagdo na absorbancia a 575nm, apés 22h de incubagfio com o
substrato.
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Tabela 8. Estimativas dos ganhos esperados na sele¢do e das herdabilidades

Atividade quitinoliticad
A B
Gg 0.0293 0.0571
Gg% 44.19 45.68
;2 0.938 0.983
;2 0.978 0.994
m

a Variac¢do na absorbancia a 575nm depois de 10h (A) e 22h (B) de incubagdo
com 0 substrato.

O estudo da regulagdo de enzimas quitinoliticas em M. anisopliae,
realizado por St. Leger et alii (1986¢), mostrou que os indutores mais eficientes
para quitinase e quitosanase sdo a N-acetilglucosamina e a glucosamina. Estes
dois mondmeros sdo liberados quando meios de cultura contendo quitina sdo
autoclavados; tais mondmeros ja haviam sido identificados por Smith & Grula
(1983) como indutores da sintese de quitinases em Beauveria bassiana.

O meio de cultura utilizado, contendo 1% (p/v) de quitina e esterilizado
por autoclavagem, visou, portanto, a indugdo da atividade quitinolitica, sendo
os resultados obtidos validos, a principio, para estas condi¢des € por esse
periodo de crescimento. Estas condigdes sdo, evidentemente, diferentes das
encontradas /n vivo, nos estagios iniciais de infec¢do, onde a producio de
quitinases poderia trazer beneficios a viruléncia dos isolados.

O estudo quantitativo da atividade proteolitica (Braga ef alii 1994) e
quitinolitica realizado neste trabalho, acompanhado da estimativa de seus
parametros genéticos, fornece subsidios a programas que visem ao
methoramento destes caracteres, bem como a programas de identificacdo

individual de isolados. Deve-se lembrar, entretanto, que os mesmos sdo apenas
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componentes de uma caracteristica fenotipica complexa, que € a viruléncia
apresentada por um determinado isolado contra uma populagdo hospedeira, em
condi¢des ambientais especificas. E importante ressaltar que, no caso de
fungos entomopatogénicos, o objetivo final do programa de melhoramento
pode ser o aumento da viruléncia. Uma das formas de se conseguir isso €
através do melhoramento de caracteres a ela correlacionados.

A metodologia utilizada na determinagdo da atividade quitinolitica,
através do uso de quitina "azure" como substrato e posterior determinacdo da
absorbancia do sobrenadante, ndo permite a analise individual de todas as
enzimas envolvidas no processo hidrolitico da quitina. As atividades
determinadas dessa maneira avaliam, portanto, a a¢do conjunta das enzimas do
complexo quitinolitico produzidas por cada isolado. A vantagem da utilizac¢do
desse substrato, segundo Hackman & Goldberg (1964), seria o fato de o
mesmo ndo s¢ apresentar parcialmente degradado. Substratos como as quitinas
coloidais, por sofrerem degradagdo parcial durante a preparacdo, poderiam ser
hidrolizados por enzimas, sem a capacidade de hidrolizar o substrato nas suas
formas de ocorréncia natural.

A alta wvariabilidade encontrada pode ser atribuida a grande
heterogeneidade genética existente entre os isolados, ja que os mesmos ndo
sofreram previamente nenhum processo de selegdo para a caracteristica. As
estimativas das varidncias genotipicas foram as maiores componentes das
estimativas das varidncias fenotipicas, fazendo com que os coeficientes de
herdabilidade estimados fossem bastante altos. O alto valor do (ﬁ‘zfn) para a
atividade quitinolitica indica que a populagdo pode ser facilmente melhorada
para a caracteristica, com a obteng¢do de progressos significativos, através da

selecdo fenotipica simples. Apesar de o coeficiente de correlacdo de

Spearmman ter sido bastante alto, 0 menor CV ¢ 0 maior GS% obtidos, quando
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a atividade quitinolitica dos filtrados foi avaliada, apés 22h de incubagdo com
o substrato, indicam que a sele¢@o de linhagens pode ser realizada utilizando-se
esse periodo de incubacdo.

Espera-se que este tipo de analise genética de caracteres envolvidos nos
processos de infec¢do e colonizacdo do hospedeiro possa auxiliar o
desenvolvimento de programas que visem a obtengdo de linhagens mais
eficientes no controle bioldgico. Esse tipo de andlise pode ser realizada
facilmente em outros fungos entomopatogénicos nos quais os determinantes de
patogenicidade ¢ as interagdes patogeno-hospedeiro sejam semelhantes aos

apresentados por M. anisopliae.

5.3 - Anailise da producio de proteases durante o desenvolvimento ¢ a

autolise de culturas submersas de M. anisopliae

5.3.1. Crescimento ¢ autdlise

Os fungos t€m sido usados extensivamente como produtores de diversas
substincias como enzimas, antibidticos, vitaminas, aminoacidos e esterdides.
Em muitos casos, alguns desses metabolitos produzidos em cultura podem
desempenhar papel importante em processos fisiologicos apresentados pelo
microrganismo no meio ambiente. Esse € o caso das enzimas e toxinas
produzidas em cultura pelo deuteromiceto entomopatogénico M. anisopliae,
que se mostram importantes durante os processos de penetracdo e morte do
hospedeiro. Entretanto, a avaliagdo da producdo dessas substincias e o uso

desses pardmetros em programas de selecio e melhoramento genético de
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linhagens dependem do conhecimento de aspéctos basicos relacionados a
cinética de seu desenvolvimento em cultura.

Diversos trabalhos tém associado a produgdo de proteases (mais
especificamente quimoelastases com a¢do sobre cuticulas de insetos, ou
proteases com ag¢do toxica) a viruléncia apresentada por M. anisopliae (Kucera,
1980, 1981, 1984; St. Leger et alii, 1987; Goettel et alii, 1989). A existéncia
de uma grande variabilidade genética para a producdo dessas enzimas também
tem sido verificada (Braga et alii, 1994). Por motivos praticos, a maioria dos
trabalhos que estudam a produgdo de enzimas limitam-se a uma unica
avaliagdo realizada apés um determinado periodo de crescimento. Nesses
casos, pode-se supor que fatores como as diferencas entre as curvas de
crescimento dos isolados, bem como outras variagdes fisiologicas, podem
prejudicar as comparagdes ¢ a selegfio para a caracteristica de interesse.

A Tabela 9 mostra a produgdo de massa seca pelas linhagens 22 e CLII,
crescendo em meio contendo 0,5% (p/v) de glicose como tnica fonte de
carbono. A maxima produgdo de massa seca ocorreu no 5° dia de incubacio
para ambas as linhagens. A produgfio maxima de massa seca pela linhagem
CLII (71,0 mg/frasco) foi menor, representando 81,7% da producdo maxima
alcangada pela linhagem 22 (87,3 mg/frasco).

A Figura 4 mostra que o esgotamento da glicose exégena ocorreu por
volta do 5° dia de crescimento ; no 7° dia ja foi possivel verificar a ocorréncia
de autdlise nas duas linhagens. O inicio da autélise, apés o esgotamento da
fonte exogena de carbono, tem sido obsevado, em maior ou menor extensio,
em diversas espécies de fungos filamentosos (Lahoz & Ibeas, 1968; Lahoz et
alii, 1977;.Alfonso et alii, 1991).
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Tabela 9. Variagdes no pH, na glicose disponivel no meio e grau de autolise
durante a incubagdo das linhagens 22 e CLII, em meio contendo
0,5% (p/v) de glicose como tUnica fonte de carbono. Cada dado
corresponde a média de trés repeti¢des

Linhagem 22
Tempo de Massa seca Grau de Glicose no
Inc. (dias) (mg) autolise (%)2 | meio (mg/ml) | pH do meio
0 - - 5,193 6,5
1 20,5 (5,1) - 3,661 6,6
2 31,5 (6,1) - 3,083 6,7
3 45.3 (7.4) - 1,719 6.9
5 87,5 (8,7) - 0,041 7,8
7 82,6 (4,2) 5.6 0,035 7,9
9 63,9 (0,5) 27,0 0,032 8.1
13 51,8 (4,1) 40,8 0,026 8.2
16 41.6 (2.5) 52,4 0,023 8.4
Linhagem CLII
0 - - 5,193 6,5
1 18,6 (3.1) - 3,773 6,6
2 36,3 (2,0) - 2,750 6,7
3 61,5 (12,0) - 1,568 7,8
5 71,5 (8,5) - 0,027 8.0
7 66,2 (11,8) 7,4 0,026 8,2
9 37.2 (1,0) 50,0 0,023 8.3
13 26,7 (0,6) 62,7 0,025 8,6
16 27,6 (1,7) 61.4 0,017 8,7

a A autdlise foi calculada em relagdo a maior producdo de massa seca.

b Desvio padrio.

Apds 16 dias de crescimento (11 dias de autdlise), a linhagem 22 apresentou
um grau de autolise de 52,4% e a linhagem CLII uma autolise de 61,4%.

Autodlises nessas propor¢des sdo verificadas apenas quando ocorre a
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degrada¢do do citoplasma e das paredes celulares (Reyes & Lahoz, 1977). A
Tabela 10 mostra a eficiéncia da utilizagdo do substrato a partir do célculo do
coeficiente economico. Pode-se observar que o coeficiente econdmico variou
consideravelmente em fung¢do do tempo de desenvolvimento das culturas. Para
as duas linhagens, o maior coeficiente econdmico foi observado no 5° dia de
crescimento, onde ocorreu a maior producdo de biomassa e a utilizagdo total do

substrato exdgeno pelas culturas.
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Figura 4. Variagdo nas concentragdes de glicose disponiveis nos meios de cultura das
linhagens 22 e CLII crescendo em meios contendo inicialmente glicose a 0,5%
(p/v) como unica fonte de carbono. Cada ponto representa a média de trés
repetigdes.

Segundo Reyes & Lahoz (1977), durante o crescimento ocorre um

balango entre a sintese e a lise dos polimeros que constituem as paredes. A falta
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de nutrientes acarretaria o cessamento da sintese, provocando um deslocamento
desse balango em dire¢do a lise das paredes das hifas, cuja conseqiiéncia seria
o inicto da autolise. Embora a glicose, enquanto presente no meio, reprima a
sintese de exoenzimas hidroliticas, tem sido mostrado que, apos o inicio da
autolise, a producdo de enzimas hidroliticas ¢ induzida pela presenca de
oligbmeros ¢ monOmeros soluveis presentes no meio. Estas substincias sdo
provenientes da degradagdo da parede celular e sdo encontradas em baixas
concentracdes no fluido de cultura, devido ao "turnover" de substdncias que
ocorre durante a autolise (Reyes ez alii, 1988). Outras variaveis externas, como
a concentracdo inicial da fonte de carbono, natureza da fonte de nitrogénio, as
condi¢des da cultura, a temperatura, a razdo entre o carbono e o nitrogénio
presentes no meio € o pH também tém sido apontadas como capazes de

influenciar a autdlise (Lahoz & Miralles, 1970; Lahoz et alii, 1979).

A Tabela 11 mostra a produc¢do de massa seca pelas linhagens 22 e CLII,
-. .~endo em meio contendo 0,5% (p/v) de caseina como uUnica fonte de
carbono e nitrogénio. Novamente, a producdo maxima apresentada pela
linhagem 22 (102,9 mg/frasco) superou a producdo da linhagem CLII (91,7
mg/frasco). Ambas apresentaram o pico de produgdo no 5° dia de crescimento.
Os resultados de produgdo de massa seca apresentados na Figura 5 mostram
que a caseina € uma fonte de carbono que pode ser utilizada de maneira mais
eficiente por M. anisopliae do que a glicose, propiciando um crescimento mais
rapido e uma maior produ¢io de biomassa. Resultados similares tém sido

descritos para outras espécies de fungos filamentosos (Kalisz et alii, 1986).



Tabela 10.

Utilizagdo de glicose pelas linhagens 22 e CLII em cultura
submersa. Cada dado representa a média de trés repeti¢oes

Linhagem 22 Linhagem CLII
Periodo de Glicose Micélio Coeficiente Glicose Micélio Coeficiente
incubagdo utilizada formado econémico utihizada formado economico
(dias) (mg) (mg) (mg) (mg)
1 50,5 (6,3)3 20,5 (5,1) 40.2 (6,2) 46.8 (6.4) 18,6 (3.1) 40,0 (2.0)
2 69.6 (5,0) 31.5(6.1) 44,9 (5.4) 80,6 (4.0) 36.3 (2,0) 45.5 (4,5)
3 114.6 (1.7) | 453 (7.4) 39,5 (6.3) 119,6 (18,5) | 61.5(12,0) | 51,0 (4.9)
5 170,0 (0,1) | 87,5 (8,7) 51,5 (5,1) 170,5(0,0) | 71,5(8,5) | 41,9(5,0)
7 170,2 (0,1) 82,6 (4,6) 48,5 (2,7) 170,5 (0,1) 66,2 (11,8) 38,8 (6.9)
9 170,3 (0,1) | 63.9(0,5) 37.5(0,3) 170,6 (0,0) | 37.2(1.0) 21.8 (0,6)
13 170,5 (0,0) 51,8 (4.1) 30,4 (2,4) 170,6 (0,1) 26,7 (0,6) 15,6 (0,7)
16 170,5 (0,6) 41,6 (2,5) 24,4 (1,5) 170,8 (0,1) 27,6 (1.7) 16,1 (1,0)

a Desvio padrio.

5.3.2 - Producio de proteases

A Tabela 11 e a Figura 6 mostram as variagdes nas atividades
proteoliticas, presentes nos filtrados de cultura das duas linhagens, crescendo
em meio contendo caseina a 0,5% (p/v) como unica fonte de carbono e
nitrogénio. Até o 2° dia, as linhagens apresentaram atividades proteoliticas
semelhantes; a partir dai, a linhagem CLII teve suas atividades proteoliticas
rapidamente aumentadas, com o maximo sendo atingido por volta do 5° dia. A
seguir, ocorreu uma diminui¢do progressiva das atividades proteoliticas. A

produgdo de proteases pela linhagem 22 aumentou de uma maneira muito mais



discreta, atingindo seu pico por volta do 9° dia de crescimento ¢ decrescendo
lentamente até o final do experimento. Estudos em outras espécies de fungos
(Santamaria & Reyes, 1988) tém mostrado que, na maioria dos casos, a
atividade proteolitica aumenta com a autolise. Entretanto, pode manter-se
constante ou diminuir, como o ocorrido aqui, para as duas linhagens estudadas.
A maior atividade caseinolitica alcangada pela linhagem CLII foi, em média,
6.7 vezes superior a alcancada pela linhagem 22. No caso da atividade
elastolitica, a maior atividade verificada na linhagem CLII foi, em média, 2,8
vezes maior do que a alcancada pela linhagem 22. Resultados anteriores ja
haviam mostrado uma maior produgdo de proteases pela linhagem CLII em
relacdo a linhagem 22 (Braga et alii, 1994). Comparando-se a Figura 5 com a
Figura 6, pode-se verificar que a maxima atividade proteolitica presente no
filtrado de cultura da linhagem CLII coincidiu com a maior producdo de
biomassa. No caso da linhagem 22, a maxima atividade proteolitica foi
verificada apoés o inicio da autdlise. A Figura 6 mostra também que as razdes
entre as atividades proteoliticas das duas linhagens variaram consideravelmente
durante os estagios fisiologicos das culturas. A razdo entre as atividades
caseinoliticas apresentadas pelas linhagens CLII ¢ 22 no 5° dia foi 19,78,
decrescendo até o valor de 1,55, observado no 16° dia.

As Tabelas 9 e 11 mostram que, nos dois meios de cultura utilizados,
houve um aumento progressivo no pH tanto durante a fase de crescimento
como durante a autolise das duas linhagens. Santamaria & Reyes (1988), ao
estudarem a produgdo de proteases durante a autdlise de diversas espécies de
fungos filamentosos, verificaram que a autélise ocorria em valores de pH entre
6.5 e 8. Segundo os autores, o fato de a autolise, nesses fungos, ocorrer em pH
ligeiramente alcalino pode ser relacionado a produgdo de proteases neutras e

alcalinas por fungos dos maiores grupos taxondmicos.
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Tabela 11. Varia¢des no pH, na atividade proteolitica do filtrado e grau de

autdlise durante a incubacdo das linhagens 22 e¢ CLII em meio
contendo 0,5% (p/v) de caseina como unica fonte de carbono ¢
nitrogénio. Cada dado representa a média de trés repeti¢des

Linhagem 22
Tempo de Grau de Atividade Atividade
incubac¢do | Massa seca autolise proteol. vs. | proteol. vs.
(dias) (mg) (%) caseinab elastina¢ | pH do meio
] 27,2 (0,5)d - 0,141 0,20 6.45
3 72.6 (0.3) - 0,346 0,40 -
5 103.4 (0.6) - 0,508 0,34 7,78
7 102.9 (7.2) 0.4 1,330 1,03 841
9 90,5 (3.2) 12,5 1,500 1,40 8,43
13 70,3 (4.4) 32.0 1,174 1,14 8.53
16 584 (1,9 43,5 1,147 1,22 8,57
Linhagem CLII

1 32.0(1.8) - 0,049 0,19 6.46
3 78.9 (4.2) - 0,383 0,22 -
5 91,7 (4,2) - 10,050 3,93 8,14
7 58,7 (1.5) 36,0 7,208 3.25 8,32
9 45.2 (4.6) 50,7 5,483 2,79 8,59
13 43,7 (1,6) 52.3 3,221 2,12 8,77
16 39.0 (1.7) 57,5 2.330 1,84 8,67

a A autolise foi calculada em relacdo a maior produgdo de massa seca.
b Atividade dada pela variagdo ocorrida na absorbancia a 280nm, durante o

periodo de incubac¢do (15 minutos).

¢ Atividade dada pela variacdo ocorrida na absorbancia a 450nm, durante o

periodo de incubag¢do (30 minutos).

d Desvio padrdo.

Campbel et alii (1978) acompanharam o crescimento ¢ a autdlise de

culturas de M. anisopliae em meio contendo asparagina como fonte de
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nitrogénio ¢ glicose como fonte de carbono. O pH do meio abaixou durante a
fase de crescimento, atingindo o valor minimo durante a fase de crescimento

exponencial. Entretanto, do inicio ao final da autolise, o pH sofreu um aumento

continuo.
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Figura 5. Curvas de crescimento das linhagens 22 ¢ CLII em meios contendo glicose ou
caseina a 0,5 % (p/v). Cada ponto representa a média de trés repetigdes.
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Figura 6. Atividades caseinolitica ¢ elastolitica presentes nos filtrados de cultura das
linhagens 22 ¢ CLII, crescidas em meio contendo caseina a 0,5 % (p/v) como
anica fonte de carbono. Cada ponto representa a média de trés repetigdes.

5.4 - Determinacio do consumo de oxigénio por M. anisopliae durante

a germinag¢io e o crescimento

S5.4.1. Correlacées entre o consumo de oxigénio, o consumo de

glicose e a producio de biomassa

A Figura 7 mostra a produ¢do de massa seca e o consumo de glicose pela
linhagem CLII, crescendo em meio contendo inicialmente 2,25 mg de
glicose/ml. A maior producdo de biomassa foi alcancada no 4° dia de

crescimento (96h) e coincidiu com a exaustdo da fonte de carbono, repetindo o
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observado no item 5.3. A partir do 4° dia pode-se observar o inicio do processo

de autolise.
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Figura 7. Produgdo de massa seca e consumo de glicose pela linhagem CLII, em
respirdmetro, crescendo em meio contendo glicose a 0,225 % (p/v) como Unica
fonte de carbono. Cada ponto representa a média de duas repeti¢des.

A Figura 8 mostra o consumo de oxigénio pela linhagem CLII nas
mesmas condi¢des de crescimento e o consumo de oxigénio pelos conidios, na
auséncia da fonte exdgena de carbono. Pode-se observar que, apos uma fase de
aceleracdo, com duracdo de aproximadamente 40 horas, o consumo de
oxigénio aumentou exponencialmente at€ por volta da 902 hora e, em seguida,
ocorreu uma fase de desaceleracdo brusca no consumo. Comparando-se a
Figura 7 com a Figura 8, pode-se verificar uma coincidéncia entre as fases de
consumo exponencial de glicose ¢ oxigénio ¢ a fase de produgdo exponencial

de biomassa. A exaustdo da fonte exdgena de carbono coincidiu com a brusca
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queda no consumo de oxigénio. O consumo de oxigénio para a oxidagdo das

reservas endogenas dos conidios correspondeu a cerca de 4,6% do consumo

total.
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Figura 8. Consumo de oxigénio pela linhagem CLII, crescendo em meto contendo glicose a

0,225 % (p/v) como unica fonte de carbono. Sdo mostrados os resultados de trés
repetigdes de um mesmo experimento e a respiragdo na auséncia da fonte

A Figura 9 mostra, com mais detathes, o efeito da glicose sobre a

atividade respiratoria dos conidios. Pode-se observar que, 5 horas apos a

incubagdo, ocorreu um aumento significativo na respira¢do dos conidios em

meio contendo glicose.

A Tabela 12 mostra que, apdés 14 horas,

aproximadamente 3,9% dos conidios incubados em meio contendo glicose ja

desenvolveram o tubo germinativo. Diversos trabalhos tém mostrado que uma

das alteracdes fisiologicas mais marcantes que ocorre durante a germinagdo de

espdros fungicos € o aumento da taxa respiratoria dos conidios (Goddard &
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Smith, 1938; Emerson, 1954; Mandels et alii, 1956; Martin & Nicolas, 1972;
Hill et alii, 1992). Comparando-se a Figura 9 com a Tabela 12, pode-se
constatar que 0 aumento na taxa respiratoria, na presenga de substrato exdgeno,
ocorreu algumas horas antes da formagdo do tubo germinativo. A germinagio
ndo pdde ser acompanhada por um periodo maior devido a grande agregacio
dos conidios germinantes ocorrida durante o desenvolvimento em meio liquido
sob agitacdo. A agregacdo de germinantes deve-se principalmente a produgdo
de uma camada mucilaginosa durante a fase de crescimento esférico dos

conidios (Dute et alii, 1989; St. Leger et alii, 1989a; Butt ez alii, 1995).
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Figura 9. Efeito da adigdo de glicose a 0,225% (p/v), sobre a respiragdo da linhagem CLIL
Cada ponto representa a média de trés repetigdes.
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Tabela 12. Germinagdo dos conidios da linhagem CLII em meio contendo
0,225% (p/v) dos substratos indicados como unica fonte de

carbono
Basal Glicose | Caseina | Gelatina | Cas hidr. | N-acetil. | Quitina
8 horas 0,0(0,0) 10,0(0,0) {8,8(2,0) 1]03(0,5) {4,0(1.1) [2,1(1,9) {0,3(0,5)
14 horas | 0,3(0,5) | 3,9(0,9) | 47,5(0,6) | 3,1(2,0) | 28,6(0,8) | 8,8 (1,1) | 4,6 (1,3)

A Tabela 13 mostra o consumo de oxigénio pelas culturas em diversas
fases do crescimento e da autdlise. Pode-se observar um aumento linear no
consumo de oxigénio até a 362 hora; a partir dai o consumo aumentou de
maneira exponencial até a 722 hora. A seguir ocorreu um decréscimo gradual
at¢ o final das avalia¢des. Como fo1 mostrado na Figura 7, com 96 horas de
crescimento ja havia ocorrido o esgotamento da glicose exdgena. Sendo assim,
pode-se supor que, a partir dai, a respira¢do do micélio ocorreu as custas de
suas reservas endogenas acumuladas durante a fase de crescimento. Na Tabela
13 também podem ser vistos as estimativas do QO» durante as diversas etapas
do desenvolvimento das culturas. As avalia¢des realizadas na 312 hora de
crescimento (9,1 plO>/mg h) e na 512 (9,7 ulO>/mg h) mostraram que o QO»
manteve-se aparentemente constante neste periodo. Durante a 732 hora, em
plena fase exponencial de crescimento, verificou-se o maior valor do QO,
(30,9 ulO2/mg h). Os valores do QO» estimados apos o esgotamento da fonte
exogena de carbono mostraram-se sensivelmente menores ¢ decresceram até o
final das avaliagdes, indicando claramente um esgotamento progressivo das

reservas endogenas.
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Tabela 13. Consumo de oxigénio total ¢ QO, durante diversos periodos do
crescimento € da autolise da linhagem CLII, em meio contendo
glicose a 0,225% (p/v) como fonte de carbono. Cada valor
representa a média de trés repeticdes

Periodo (horas) Consumo de 07 (ul/h) Q09 (ul/mg h)a.b

0-12 3,8 (1,1)¢
12 - 24 5.4 (1.8)

24 - 36 9.5(1,7) (30 -31)9,1
36 - 48 17,35 (3,2)

48 - 60 55,2 (8.,5) (50-51)9,7
60 - 72 89,3 (4,6)

72 - 84 61,6 (11,4) (72 - 73) 30,9
84 - 96 24,17 (3,7)

96 - 108 12,3 (1,6) (102 -103) 2,0

108 - 120 9.8 (1,4)

120 - 132 6,2 (0,3)

132 - 144 4.4 (0.8) (139 - 140) 0,9

144 - 156 3,5(0,7)

156 - 168 2.3 (0,9) (171-172)0.2

a Utilizou-se o consumo de oxigénio da ultima hora imediatamente anterior a
determinagdo da massa seca. A indica¢do da hora aparece entre parénteses.

b Cada valor representa a média de duas repeticdes.

€ Desvio padrio.

5.4.2. A respiracio endégena dos conidios

A Tabela 14 mostra o consumo de oxigénio e a germinagdo de conidios
inoculados em meio sem fonte de carbono e energia. No primeiro caso, que
recebeu a denominagdo de controle 1, a suspensdo de conidios foi preparada
em uma solucdo contendo 0,002% (v/v) de tween80 e 0,85 (p/v) de NaCl. No

segundo caso (controle 2), a suspensdo de conidios for preparada em uma
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solu¢do contendo apenas 0,85% (p/v) de NaCl. Pode-se verificar que o residuo
de tween presente no meio (0,0002% v/v) ndo provocou aumento significativo
na taxa respiratoria € na porcentagem de conidios germinados apos 7 dias de
incubacdo. A quebra da dorméncia ¢ o inicio das altera¢des fisiologicas que
precedem a emissdo do tubo germinativo parecem depender ndo apenas da
presenga de uma fonte exdgena de carbono, mas também da natureza e da

concentra¢do na qual esta fonte esta disponivel.

Tabela 14. Consumo de oxigénio e germinac¢do da linhagem CLII na auséncia

de substrato exogeno

Horas Consumo de oxigénio (1) Germinagdo (%)
Controle 12 Controle 2b Controle 12 | Controle 2b
3 0 0
4 0 0
7 0 0
16 27 (7)¢ 20 (7)
23 48 (8) 39 (8)
25 54 (9) 45 (8)
47 86 (12) 82 (10)
66 105 (12) 101 (12)
77 123 (12) 117 (10)
89 131 (12) 126 (10)
92 138 (13) 131 (10)
101 140 (12) 137 (10)
113 146 (13) 145 (10)
121 152 (14) 151 (10)
137 157 (14) 158 (10)
145 161 (15) 163 (10)
162 164 (14) 167 (10)
168 168 (14) 171 (11) 0,67 (0,79) | 0.71 (0,29)

2 Inoculo preparado em solugdo contentendo NaCl a 0,85% (p/v) e tween 80 a
0,005% (p/v).

b Indculo preparado em solugdo contendo apenas NaCl a 0,85% (p/v).

¢ Desvio padréo.
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5.4.3. O metabolismo oxidativo nas diversas fontes de carbono

A Figura 10 mostra o consumo de oxigénio pela linhagem CLII, durante
a germinagdo € o desenvolvimento nas diversas fontes de carbono. A principio,
0 que mais chamou a atenc¢do foi o fato de a caseina ter provocado uma
redu¢do na fase lag, um aumento na taxa de crescimento ¢ um discreto
aumento no total de oxigénio consumido, em compara¢do com a curva de
crescimento em meio contendo glicose. Este tipo de resposta caracteriza a
presenga de um fator ou de uma combina¢do de fatores de crescimento
dispensaveis, mas com agdes promotoras (Fries, 1965). A natureza deste
promotor ainda ndo foi estabelecida, podendo ser um peptidio, um aminoacido
ou um conjunto apropriado de aminodcidos, inicialmente presentes no meio ou
liberados durante a hidrolise da caseina. Estudos do metabolismo de
aminoacidos em fungos t€ém mostrado que alguns aminoacidos podem servir
como precursores para a sintese de uma familia de aminoacidos. Sendo assim,
¢ plausivel supor que, nos meios em que estes ou em que uma combinacdo
apropriada de aminodcidos estiverem presentes, o trabalho de biossintese de
proteinas serd consideravelmente reduzido (Lilly, 1965). Isso poderia explicar a
reducdo na duracdo das fases lag e de aceleragcdo e o aumento na taxa de
crescimento, em meio contendo caseina. Essas idéias recebem suporte da
observacdo de que misturas de aminoacidos sdo freqiientemente melhores
fontes de nitrogénio do que um unico aminoacido isoladamente. Alguns
trabalhos tém associado a alta viruléncia apresentada por determinadas
linhagens de M. anisopliae a rapidez na germinagdo ¢ a uma alta taxa de
crescimento (Al-Aidroos & Seifert, 1986; Samuels et alii, 1989; Hassam et
alii, 1989. O fato de a caseina ter estimulado a germinacdo € o

desenvolvimento inicial do fungo abre a perspectiva de se utilizar esta
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substincia para a obtencdo de formula¢des comerciais mais eficientes de
esporos de M. anisopliae. Os outros substratos proteicos avaliados (gelatina e
elastina) ndo produziram os mesmos efeitos. Ambos demandaram uma fase de
aceleragdo maior do que a verificada em glicose €, no caso da gelatina, houve
também uma reducdo significativa na taxa de crescimento. O consumo total de
oxigénio para os dois substratos, tal como aconteceu com a caseina, foi
ligeiramente maior do que o observado em glicose. Estes resultados mostram
que a natureza da proteina utilizada como fonte de carbono influencia
diretamente a duragdo das fases lag e de aceleragdo e a taxa de crescimento. A
diferenga na constituicio de aminoacidos, bem como as diferencas de
solubilidade, podem explicar parte das varia¢des nas curvas de crescimento nos
trés substratos proteicos. Ainda na figura 10 pode-se observar que o
crescimento em quitina caracterizou-se pela longa duragdo da fase de
aceleragdo. Até o 7° dia, quando o experimento foi encerrado, as culturas que
tinham quitina como Gnica fonte de carbono ainda nfio tinham entrado na fase
de crescimento exponencial. Entretanto, pode-se verificar que os conidios, em
meio contendo quitina, aumentaram sua taxa respiratoria, caracteristica
principal da quebra da dorméncia, mais rapido do que na presenga de glicose.
O consumo total de oxigénio, em meio contendo quitina, manteve-se superior
ao observado em glicose por vérias horas. A quitina, quando autoclavada em
meio liquido, sofre uma pequena hidrélise com a liberagdo do mondémero N-
acetilglicosamina, que foi o responsavel pela ativagdo metabolica dos conidios.
Por estar presente em baixa concentracdo no meio, seu esgotamento ocorreu
rapidamente € os conidios tiveram sua germinagdo e/ou seu desenvolvimento
interrompidos. A germina¢do ¢ o desenvolvimento s reiniciariam apds a
producdo de quitinases pelos germinantes e a adaptacdo a esta situagdo foi

provavelmente a responsavel pela longa duracdo da fase de aceleragéo.
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Figura 10. Consumo de oxigénio pela linhagem CLII, crescendo em meios contendo os
substratos indicados na concentragdo de 0,225 % (p/v) e nos controles
(endogeno). Cada ponto representa a média de trés repetigoes.

A Figura 11 mostra o consumo de oxigénio pela linhagem CLII em
meios contendo caseina e caseina hidrolizada. Como pardmetro de
compara¢do, € mostrada a curva do consumo em meio contendo glicose.
Apesar de a caseina e a caseina hidrolizada terem acelerado a germinagdo e o
desenvolvimento, esses efeitos mostraram-se inesperadamente  mais

pronunciados quando a caseina foi utilizada como fonte de carbono.
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Figura 11. Consumo de oxigénio pela linhagem CLII, crescendo em meios contendo os
substratos indicados na concentragdo de 0,225 % (p/v). Cada ponto representa a
média de trés repetigdes.

As Figuras 12 e 13 mostram o consumo de oxigénio em meios contendo
quitina e N-acetilglicosamina como fontes de carbono. Pode-se observar que a
N-acetilglicosamina acelerou a germinagdo e reduziu a duragdo das fases lag e
de aceleragdo. Na Figura 13 pode-se ver com clarcza que o consumo de
oxigé€nio em quitina foi superior ao consumo de oxigénio em meio contendo
glicose nas primeiras horas de desenvolvimento. Esse fato, como foi discutido
anteriormente, deveu-se a liberagdo de N-acetilglicosamina durante a

autoclavagem da quitina.
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Figura 13. Consumo de oxigénio pela linhagem CLII, crescendo em meios contendo os

substratos indicados na concentragio de 0,225 % (p/v). Cada ponto representa a
meédia de trés repetigdes.
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A Figura 14 mostra o consumo de oxigénio em meios contendo 0s
aminoacidos L-acido glutdmico, L-alanina ¢ D-prolina. A curva mostrando o
consumo em caseina € apresentada como pardmeto de comparagdo. Na figura
15 pode-se ver o consumo em meios contendo os aminoacidos L-cistina, L-
tirosina, DL-serina e L-prolina. Nenhum dos aminoacidos usados
individualmente como fonte ¢ carbono foi capaz de reproduzir os efeitos da

caseina ou da caseina hidrolizada sobre a germinacéo ¢ o crescimento.
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Figura 14. Consumo de oxigénio pela linhagem CLIIL, crescendo em meios contendo os
substratos indicados na concentra¢do de 0,225 % (p/v). Cada ponto representa a
média de trés repetigdes.
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Figura 15. Consumo de oxigénio pela linhagem CLII, crescendo em meios contendo os
substratos indicados na concentragdo de 0,225 % (p/v). Cada ponto representa a
meédia de trés repetigdes.

O grande volume de dados gerados pelos experimentos de respirometria
torna possivel a elaboragdo de modelos matematicos mais completos e precisos,
capazes de melhor representar todas as fases do crescimento de M. anisopliae

em meio de cultura liquido.
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6 - CONCLUSOES

Dentro das condi¢des nas quais foram realizados os experimentos, 0S
resultados apresentados e discutidos permitiram que as seguintes conclusdes

fossem tiradas:

- Os "fingerprints" genOmicos obtidos através do RAPD permitem a

identificacdo de linhagens e de variedades de M. anisopliae;

- Os valores das distancias genéticas entre isolados, além de mostrarem a
existéncia de uma grande diversidade entre as linhagens de M. anisopliae var.
anisopliae, também permitiram a separacdo das variedades anisopliae e majus

em grupos distintos;

- Existe uma grande variabilidade genotipica na atividade quitinolitica

apresentada pelas linhagens de M. anisopliae;

- Os altos coeficientes de herdabilidade indicam que se podem esperar
grandes progressos na sele¢do fenotipica clonal para a produgdo de enzimas

quitinoliticas;

- As linhagens de M. anisopliae apresentaram uma autélise intensa que
se inicia logo apds o esgotamento da fonte de carbono presente no meio de

cultura;
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- Dependendo da linhagem, a maxima atividade proteolitica observada
no meio ocorreu na fase exponencial de crescimento ou no inicio da fase

autolitica;

- A germinacdo em M. anisopliae foi marcada por um aumento

significativo do consumo de oxigénio;

- Durante o crescimento de M. anisopliae, pdde-se verificar uma
coincidéncia entre as fases de consumo exponencial da fonte de carbono e

oxigénio e a fase de producdo de biomassa;

- O QOy atingtu o seu maior valor durante a fase exponencial de
crescimento, diminuindo drasticamente apos o esgotamento da fonte exogena

de carbono;

- Tomada a glicose como referéncia, pode-se observar que a caseina, a
caseina hidrolisada e a N-acetilglicosamina aceleraram a germinac¢do € o
crescimento de M. anisopliae, demonstrando a capacidade do fungo de utilizar
prontamente os mondmeros dos principais constituintes da cuticula do inseto,

que sdo proteinas € quitina;

- Os aminoacidos, quando usados individualmente como unica fonte de
carbono, mostraram-se inadequados a germinagdo ¢ ao crescimento, fazendo

com que as culturas permanecessem diversos dias na fase de aceleragdo.
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