UNIVERSIDADE

ESTADUAL DE
CAMPINAS
BC/9213
1B/81429
MESTRADO
INSTITUTO DE BIOLOGIA

1988



PARASSEXUALIDADE E PRODUCXO DE DESTRUXINAS EM LINHAGENS DE

Hetarhizium anlsopliae var. anjisopliae (Metsch.) SOROKIN

JUVERLANDE LUGLI

g;ﬁ§; ﬂkﬁmﬂ—QLQhu L@TL¢*7{¢L¢zﬁfVC&~» /4ié¢éékc g \44.¢f€i —
%{(’/\. 7(7"7/L” [/&JQJ—'CGA Comr //(,e/ep (64_‘__63@_, % ‘2/0& -
Cgr leew Ao WA VN JVM’&C[% /u,fa_ T PR

l/j
9,2(&? Prof. Dr. Claudio Luiz Mesgias

- Ortentador -

Disserta¢3o apresentada ao Ins-
tituto de Biologia da Universi-
dade Estadual de Campinas para
obtencdo do tftulo de Mestre em

Biologia.

Campinas - SP

Janeiro/1988

UNICAMP

ainl 107207 CERTRAL



—
classif. _d

Autor ]__0)65} “'P ....... _

;‘1;;;;,0 o GodE | 18 D49
I ;/W) | e aads




Los meus pals: Adelino e Dulcflia

hs minhas {rm3s: Marilene, Marivani
e Valdirene

Aos meus sogros: Carlos e Virginta

h minha esposa: Rosana

A minha filha: Bruna Caroclina

dedico

11



\ T

111

AGRADECIMENTOS

Agradego a todos aqueles que contribuf{ram para a realizag¥do desse tra-

batho e, em especial:

Ao Prof. Dr. Claudio Luiz Messias pela orientac%o e amtzade.

Ao Prof. Dr. Ivanhoé Rodrigues Baracho pela amizade, compreens3o e

facilidades concedidas durante a realizacB3o do trabalho.

Ao Prof. Dr. Donald W. Roberts pela ajuda na elabora¢3o de parte da

tese.

Aos Professores: Hebe Myrina Laght! de Souza, José Carlos da Silva e
Aqulles Eugenico Pledrabuena pela leitura e valiosas sugest8es

dadas durante andlise prévia desta tese.

Ao Eng. José Eduardo de Hara Moreno pela presteza na colaborag3do com

equipamentos para elabora¢fo da parte principal da tese.

Aos funclondrios: Edna, Welson, Céltia, Rita e Silvia pela amizade e

auxflto.

A minha esposa Rosana, que com grande dedicag¥o, compreens3o, estimu-

lo e paci&ncia me ajudou durante todo o trabalho.

-

A minha irm3% Marilene, pela boa vontade na ajuda da datilografia.



Iv

- Aos amigos: Airton, Nelva, Marcos, Dilatne, Ana, Regina, Cristina,
Marcia, Breno, Drauzio e Ricardo, que de perto acompanharam e me

ajudaram.

- Ainda aqueles como: Neto, Carlos, Jo%o, Ricardo Azevedo e Paulo que
comigo conviveram e sempre Jjuntos me estimularam para reallzag3o

desse trabalho.



1-

2 -

\Y
INDICE
o pagina
INTRODUCXO . . . . . . o e e e 1
REVISXO DE LITERATURA . . . . ¢ « v v « 4 o & o o » o o+ + & & 3
2.1-Descricido do fungo 3
2.2-Patogenicidade 3
2.3-A parassexualidade em Metarhizium 2nisopllae 12
2.3.1-A import8nclia do ciclo paragsexual. 15
2.4- Toxinas 17
2.4.1-Classificag¥o das toxinas 18
2.4.2- Metabolismo das toxinas 19
2.4.3-Toxinas de fungos entomopatogénicos 20
2.4.3.1- Toxinas produzidas por Asgpergillug spp 22
2.4.3.2-Toxinas produzidas por Fugarjium
laryarup e Fusarlum solanl 24
2.4.3.3-Toxinas produzidas por Cordygeps militaris 24
2.4.3.4-Toxinas produzidas por [Eptomophibora spp 25
2.4.3.5-Toxinas produzidas por Nomuraea rileyl 26
2.4.3.6-Toxinas produztdas por Beauverjia basslapna 26
2.4.3.7-Tox!inas produzidas por Netarhizium
anisopliae . . . . . . . . + . . « . . . .27
2.4.3.8B-Citocalasinas. 30
2.4.3.9-Propriedades das destruxinas A e B de M.
anlsoplise . . . . . . - . . .. 31



A \d
L ]

3~ NATERIAIS E N£TODOS

3.1- Linhagens do fungo utilizadas

3.2- ¥Yelog de cultura e solug¢@es utillzadas

3.2.1-

3.2.2~

3.

3.

3.

2.

2.

2.

-

4 -

.10-

1t~

.12-

.13~

.14~

L15-

.16~

17-

Meioc minimo (MM)

Meilo completo (MC)

Meio mfnimo mais 1X de meio completo
Meio minimo e melo completo lfquido para
produgio de toginas

Solug¥o de vitaminas

Hidrolisado de acido nucléico de levedura
SolugZo salina

Soluc3o de Tween 80 (0,1%)

Scluc3o de Cloroneb

Soclugc3do de Benlate

Solug@o de extrato de levedura

Solugio de caseina hidrolisada

Solug3do de peptona

SclugZo de benzeno

Soluc3o de cloroférmio—metanol (19:1)
Solug3o de clorofdrmio—metanolfacetato de etila

Suplementos adicionados ao meioc mfnimo

3.3- Esteriliza¢3o e imcubacio

3.4- Métodos de estudos genéticos das linhagens utlilizadas

3.4.1-

3.4.2~ Obteng¥o de mutantes morfoldgicos e auxotrdédficos

Sobrevivéncia a3 luz ultra-violeta

3.4.3- Teste de reverszo

VI

pagina
33
33
33
33
34

34

34
35
35
36
36
36
36
37
37
37
37
38
38
38
38
39
39
39

41



w

5-

pl

3.4.4- Teste de complementagiio
3.4.5- Obtenclo do heterocario
3.4.6- Obtengdo dos dipldides

3.4.7- Haploidizag¥o dos dipldéides

3.5- Metodologia para produ¢3o de destruxinas.

3.5.1- Anédlise de espectrometria de massa

RESULTADOS . . . . ¢ ¢ & « v & o « = o« & & s 2 s = =
4.1- Sobrevivéncia 3 luz ultra-violeta

4.2- Dbtencﬁo de mutantes morfoldégicos e auxotrdficos
4_ 3- Teste de reversio

4.4- Teste de complementagio

4.5~ Obtenc¢do do heterocirio

4.6- Obtenc¥d3o dos dipldides

4.7- Haploldtizagdo dos dipldides

4 .8- Producg3o de destruxinas

DISCUSSXO . . . . . ¢ ¢« ¢« & v o o ¢« o + v o v -
5.1- Sobrevivéncia & luz ultra-violeta

5.2- Andlise dos mutantes

5.3- Analise dos heterocérios

5.4- Analise dos dipléides

5.5- Andilise dos segregantes

5.6- Destruxinas

VII

pagina
41
41
42
42
43

44

45
45
51
51
52
53
53

56

77
79
81

83
86

as



o
I

~
!

®
1

Q0
'

CONCLUSXO . . .

RESUND . . . . .

SUNMARY . . . .

LITERATURA CITADA

VIII

piagina

- 82

- 94



IX
AMP
LISTA DE TABELAS
Tabela ’ pagina
I- Porcentagem de sobrevivéncia de M. anisopljae var.
anigppliae, linhagem E-3, apds tratamento com luz ultra-
violeta . . . . . . . . . e e e e e e e e e e .. 47
Il Porcentagem de sobrevivéncla de M. anjgopllae var.
anisopljiae, linhagem F-84, apés tratamento com luz ultra-
viocleta . . . . . . . 0 . 0 0 . 0 e e e e e s .. . . 4B
11l- Frequéncia de revers¥o dos mutantes E-9 am-pir, F-8B4 vio-
tia e F-B4 vio-nic . . . . . . . . . . . . . . . + « . . . 51
IV- Teste de complementac3o de pigmento dos confdios dos mu-
tantes F-84 vio-tia, F-84 vio-nic, E-9 am-pir e
E-3 vio-tia . . . . . . . L o i 0 v e e e e e e e e . . B2
V- Crescimento de coldnias que se desenvolveram em meio com-
pleto € em meio minimo, oriundas de col&nias hetercca-
rtéticas que cresceram em meio mfnimo . . . . . . . . . . 54
VIi- Constitulc¥o dos dipldides obtidos . . . . . . . . . . . . 54

VIil- Setores analisados e gensdtipos dos segregantes dos dipidi-

des F-84 vio-tia//E-9 am-pir e F-B4 vio-nic//E-9 am-pir. . 56



W

pagina
)
VIII~ Rf da destruxina A dos extratos das linhagens selvagens,
mutantes, dipléides e segregantes comparadas com o padr3o

E-9, cujo wvalor é 0,50. e e e e e e e ... .. . . . . . B3



%g. X
TMP
LISTA DE FIGURAS
Figura pagina

I- Curvas de sobrevivéncia das linhagens E-39 e F-84 de N.

anisopliae . . . . . . . - . v & 4 . 4 -« + + o 4 4 4 . . . A48

11-- Passos seguldos para obten¢3o dos mutantes morfoldgicos e
auxotroficos de M. anlisopllae empregando-se a luz ultra-

violeta (UV) como agente mutagénicoe . . . . . . . . . . . 50

111- Setores irregulares obtido pela haplotdizac¥o do dipldi-

de D-3 . . . . . . . . . 4 . 4 i i e i e e e e e s - . . . 55

1V- Cromatograma em Camada Delgada (CCD) dos extratos das 11-
nhagens selvagens E-3 e F-84 de ¥. anisoplliag, mostrando o

Rf da degtruxina 82 . . . . . . +« ¢ & 4« « &+ = 2 +« = + « +« . 5B

V-- Cromatograma em Camada Delgada (CCD) dos extratos das 11i-
nhagens mutantes E-9 am-pir, F-84 vio-tia e F-84 vio-nic

de M. anigopliae, mostrando o Rf da destruxina A& . . . . . 59

V1- Cromatograma em Camada Delgada (CCD) dos extratos das 11i-
nhagens dipldéides D-3 e D-5 de M. z2niscplize, mostrando o

RBf da destruxinia A . . ¢ & & & ¢ v v 4 o o o o o 2 2 2 « . BO

VII- Cromatograma em Camada Delgada (CCD) dos extratos dos se-

tores S/B-2, 5-3 e 5-3 do dipldédide D-3 de M. anisopliae,



U

XI1

pagina

mostrando o Rf da destruxina & . . . . . . . . . . . . . . 81

Vill- Cromatograma em Camada Delgada (CCD? dos extratos dos se-

1X-

XI-

XI11-

tores S-1 do dipldide D-5, S/B-1a e S/B-1b do dipléide D-3
de M. anisopliae, mostrande o Rf da destruxina & . . . . . 62
Cromatograma em espectrometria de massa dado pelas frac¢Bes
576,7-577,6 e 592,7-593,6 das destruxinas A e B respecti-
vamente, e da amostra total do extrato da linhagem selva-
gem E-3S de Metarhizjium anisopliae . . . . . . . . . . . . 64
Cromatograma em espectrometria de massa dado pelas frag8es
576,7-577,6 e 592,7-593,6 das destruxinas A e B respecti-
vamente, e da amostra total do extrato da linhagem selva-
gem ¥-84 de Metarhizium apisopliae . . . . . . . . . . . . 65
Cromatograma em espectrometria de massa dado pelas fragSes
576,7~-577,6 e 592,7-593-6 das destruxinas A e B respecti-
vamente, e da amostra total do extrato da linhagem mutan-

te E-3 am-pir de Metarhizium anisopliae . . . . . . . . . 66
Cromatograma em espectrometria de massa dado pelas frag8es
576,7-577,6 e 592,7-593,6 das destruxinas & e B respecti-
vamente, e da amostra total do extrato da 1inhagem mutan-

te F-84 vio-tia de Metarhizium snidiplise . . . . . . . . 67



Nas

XIII-

XIv-

Xv-

XVI-

XVIi-

XI11I

pagina

Pl
Cromatograma em espcetrometria de massa dado pelas fragBes

576,7-577,6 e 592,7-593,6 das destruxinas A e B respect!-
vamente, e da amostra total do extrato da linhagem mutan-

te F-84 vio-nic de Metarhizium anisopliae . . . . . . . . 6B

Cromatograma em espectrometria de massa dado pelas fracSes
576,7-577,6 e 582,7-593,6 das destruxinas A e B respecti-

vamente, e da amostra total do extrato da linhagem dipldéi-

de D-3 de Metarhizijuw apisopliae . . . . . . . . . . . . . 69

Cromatograma em espectrometria de massa dado pelas fra¢Ses
576,7-577,6 e 592,7-593,6 das destruxinas A e B respecti-
vamente, e da amostra total do extrato da linhagem dipléi-

de D-5 de Metarhizium apisoplize . . . . . . . . . . . . .70

Cromatograma em espectrometria de massa dado pelas fragBes
576,7-577,6 e 592,7-593,6 das destruxinas A e B respecti-

vamente, e da amostra total do extrato do setor S/B-1a do

dipléide D-3 de Metarhizium anisopllae . . . . . . . . . . 7T

Cromatograma em espectrometria de massa dado pelas fragBes
576,7-577,6 e 592,7-593,6 das destruxinas A e B respecti-
vamente, e da amostra total do extrato do setor 5/B-1b do

dipléide D-3 de Metarhizium 2nigopliae . . . . . . . . . .72



XIv

av
L ]

AP

pagina
XVIII- Cromatograma om eapectrometria de massa dado pelas ffacﬁes
576,7-577.,6 e 592,7-593,6 das destruxinas A e B respecti-
vamente, e da amostra total do extrato do setor S-3 do
dipléide D-3 de Metarhizium 2nisopliae . . . . . . . . . . 73
XI1X- Cromatograma em espectrometria de massas dado pelas frag8es
576,7-577,6 e 592,7-593,6 das destruxinas A e B respecti-

vamente, e da amostra total do extrato do setor S/B-2 do

diplidide D-3 de Metarhizium anfsopliae . . . . . . . . . . 74

XX~ Cromatograma em espectrometria de massa dado pelas fracgBes
576,7-577,6 e 5382,7-593,6 das destruxinas A e B respecti-
vamente, e da amostra total do extrato do setor 5-9 do di-

pléide D-3 de Metarhizium anisopliae . . . . . . . . . . 75

XX1- Cromatograma em espectrometria de massa dado pelas frag¢8es
576,7-577,6 e 592,7-593,6 das destruxinas A e B respecti-
vamente, e da amostra total do extrato do setor 5-1 do di-

pldide D-5 de Metarhlzium anlsopliae . . . . . . . . . . . 76



h] g
.

L L

1- INTRODUCXO

A utilizag3o de microrganismos no contirole micro-
bioldéglco, trouxe para os pesquisadores a necessidade de um estudo
mals detalhado de alguns fungos como o Metarhizium aniscopliae. Desde
sua descoberta infectando insetos, varios autores t&m utilizado este
microrganismo para o combate a diversas espécies. Segundo VEEN (19&8),
o fungo Metarhizium anisgopliae pode Infectar matls de 200 espécles de
Insetos, sendo que a penetracgdo deste microrganismo se d4& através da
cutfcula do hospedeiro, por melo de estruturas apropriadas denominadas
apreeszérios, e de enzimas como quitinase, protease e lipase. A partir
da penetragdo, Inlcla-se o processo de colontzag¥o atingindo os érglos
internos do inseto pelo crescimento das hifas. A morte do inseto advenm
de uma série de fatores entre eles a produ¢lo de toxinas.

No Brasi), sué major utilizac%o é no combate as
clgarrinhas da cana-de-aguicar e das pastagens (GUAGLIUMI, 1970-1972).

Além disso, esse fungo vem sendo estudado para controle de vetores da

doenca de Chagas como: Triatoma ipfestans, Rbodnius prollixus e

Sendo assim, estudos abrangendo eletroforese, vi-
ruléncia, serologla, cromatografia, enzimas extracelulares, produgio
de acidos graxos e caracterfsticas morfolégicas, v&m sendo conduzidos
para caracterizag®o de isolados desse fungo. Outros estudos como as-
pectos genéticos, s%o muitc importantes para o melhoramento das 1inha-
gens desse patdgeno. MESSIAS (1979), AL-AIDROOS (1980) e RIBA e co!l.
(1980), puderam demonstirar o ciclo parassexual em Metarhizium aniso-

pliae, por se tratar de um fungo tmperfeito, cuja fase sexual n3o &

conhecida.
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No presente trabalho, procurou-se estudar duas 114-
nhagens deste patdgeno: uma de origem norte-americana eJa outra brasi-
leira, visando-se a obtenc¥o do ciclo parassexual entre l{nhagene di-
ferentes.

Além disto, estudou-se a produ¢Zo da destruxina &
dos extratos das linhagens selvagens, mutantes, dipléides e segregan-

tes, desenvolvidas em cromatografia de camada delgada (CCD) e também

enm egpectrometria de massa das duas destruxinas A e B.
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2- REVISXO DE LITERATURA

2.1- Descric#o do fungo

divisdo Deuteromycotina, ordem Moniliales, famfliia Moniliaceae.

Este fungo, segundo VEEN (13568), fol isolado
peia primeira vez por METSCHNIKOFF em 1873, (apud TULLOCH,1976) de um
besouro Anisoplia austriaca, o qual deu o nome de Entomophthora antso-
pliae e mals tarde, em 1880 (apud PETCH, 1931) o mesmo autor o classt-
ficou como Jlgarja destructor. Apdés essa data, varios autores (DELA-
CROIX, 1893; PETTIT, 1895; VUILLEMIN, 1904;: apud PETCH, 193i): confe-
riram diferentes nomes a este fungo, mas permaneceu a descrig¥o fetta
por SOROKIN (1883, apud PETCH, 1931) gue o classificou como Metarhi-
zium anisopllae.

Segundo  BARON (19&8), o fungo M. anisopliae,
apresenta um corpo de frutificac¥o associado a hifas entrelacgadas,
contendo uma massa densa de conididéforos simples ou ramificados prove-
nientes de células denominadas fidlides, das quals originam-se fialés-
poroe que s%0 septados, cilindricos, hialinos ou levemente pigmenta-
dos.

BARRETT e HUNTER (1972), relataram que os coni-
didforos de MN.anisopliae formam uma camada de esporulag3o onde os co-
nfdios s%0 produzidos em cadeias basipetals, de formato ovéide a ct-

lfndrtico, unicelulares, hialinos e gquando em massa surgem com uma Cco-

loracgdo verde-oliva.
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0 tamanho dos confdios de H.anisopliae, fol
descrito por viarios autores, relatado fnicialmente ., por METSCHNIKOFF
(1879, apud TULLOCH, 1976}, que o descreveu com dimens%o de 4,8um de
comprimento, seguido por SOROKIN (1883, apud PETCH 1931}, que descre-
veu o novo género de M. anisoplliae dande as dimensBes do esporo deste
funge como sendo 4,8 x 1,&um. JOHNSTON (1915, apud TULLOCH, 1976,
observou a existéncia de confdios longos e curtos de M. anisoplliae,
onde o autor descreveu a forma major com colorac3o verde br!lhante e
com egporos varlando de 11,9 x 3,0um, e a forma minor como verde claro
e com eéporos variando de 3,5 x 2,0 a 3,0pm.

TULLOCH (1976), observando 80 culturas de
Metarhizjium anisopllae, descreveu as dimens@es dos confdios deste fun-
go sugerindo entfic duas separagdes varletatls, a variedade minor (3,5 -
9,0um) e variedade major (9,0 - 168,0um).

AZEVEDD e MESSIAS (19B1), utilizando B isolados
diferentes de M. anisopliae dos quails 7 pertenciam 2 variedade mjinor
(anisopliae) e o remanescente & varledade major, mediram os confdios
destas 1llnhagens, cujos valores encontrados para a variedade glper foi
de 5,38 e 6£,28um de comprimento e largura entre 2,22 e 2,56um: ja& na
variedade major o comprimento foi de 10,98um e a largura de 3,59m.Uma
andlise estatistica efetuada por MATOS (1983) de varios isolados, mos-
trou haver diferengas significativas entre os tamanhos dos confdios no
comprimento e na largura destas linhagens, cujos valores concoerdam com
os de AZEVEDD e MESSIAS (1981),

Outros autores como PETCH (1931) ,BALFOUR- BRDURE

(1960> e BARON (1968), relataram as diferengas que ocorreram nas di-



FARGUES e col.{(1975), trabalhando com imunoele-
troforese, encontraram diferencas imunoldgicas importantes entre as
variedades pajor e minor de M. anisopl]iae.

Com relacfc ao mimero de micleos do confdio da
variedade anigopliae, VEEN (1967) observou ao microscdéplo eletrbnico a
prezsenga de somente um micleo, Semelhante resultado foi obtide com ou-
tra linhagem da varldade major isolada de Qrycteg nasicornls © obser-
vada com auxfliio de microscdpio de interferéncia.

ZACHARUK (1970 a,b), verificou que todos os co-
nfdios de M.anisopliae no estado de dorménclia ou recém-germinados eram
uninucleados. Indicou também, gque os conYdios com dois nldcleos eram
devidos a um tempo necessario existente entre a duplicac¢3o do niucleo
e a subsequente migrac3o para o tubo germinativo; por isso o confdio
deveria ter dolis nicleos no processo de germinag3o. Uma confirmacdo
deste estudo fol felita por TINLINE (1971), usando a colora¢8o do nud-
cleo com Giemsa e através de microscéplo ético, podendo verificar que
os confdios continham somente um nidcleo oriundo de conididéforos uninu-
cleados. Quando em divis¥o durante o processo de germina¢¥do, o confdio
pode conter dois nucleos.

Por outro lado MESS5IAS e col. (1978}, utilizando
colorac3io de confdios com Gliemsa em M. anlsgpliae verificaram a ocor-
réncia de 95% de conidios uninucfeados para 5% de blnucleados. Seme-
lhante resultado foi obtido por SILVEIRA (1882), que observou a baixa
frequéncia de 2% e 4,75X de confdlos binucleados, entre 2 1linhagens de
confdios hapldides parentals de Metarhizivum anigeopliae. MATOS (1983),
também observou gsemelhantes resultados, analisando 7 linhagens hapldt-

des, numa porcentagem que variou de 2,2 a 4,5X de confdlos binuclea~

dos.



Quanto ao volume dos confdtos, AZEVEDD e MES-
SIAS (1981) , utilizaram "counter chanelizer” para medir o volume dos
confdios de M. anisopliaze, sugerindo que possivelmente o tamanho de
diferentes isclados, ou entre hapldides, seja relacionado com o numero
de nidcleos contidos nos confdios. MATOS (1383), também calculou o vo-
lume dos confdios de 7 linhagens de M. anisopliae e este variou entre
15,61 e 23,86un"

Az varia¢Bes de cores das colbnias de viarios
isolados de M. anisopliae crescidos em doils meios de cultura: Batata
Dextrose, Agar (BDA) e Difco Prune, Agar (DPA), foram observadas por
LATCH (1965), a temperatura de 20'C. A cor do micélio variou de branco
ateé amarelo claro, com branco na periferia da coldnia, enquanto que a
cor de esporos em massa, variou de verde claro, até marrom escuro.

Quanto 3 temperatura, LATCH (1965}, indicou que
5 linhagens de M. anigopljze tiveram temperatura étima de crescimento
que variou de 25 - 30'C, sendo que um outro isclado deste mesmo fungo
teve sua temperatura étima com 20°C, mostrando somente um reduzido
crescimento com temperatura de 30'C. A temperatura mals baixa observa-
da, onde houve um crescimento bastante reduzido fol de 6'C, e a matsr
alta foi de 35'C. O autor cita ainda que numa das linhagens houve boa
esporul acdo com temperatura entre 15 e 25°C, enquanto que nas demais
linhagens, a esporulac¥o fol boa entre 20 e 30'C. VILLACORTA (19783},
demonstrou com virias linhagens de M. 2nisopliag, que a melhor tempe-
ratura para o crescimento deste fungo & de 28°'C, sendo gue acima de
30'C o desenvolvimento do fungo € afetado e abaixo de 7'C ndo ha cres-

cimento.
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SANTOS (1978), observou também que a linhagem A
de M.anjisopliae, comporta-se diferentemente quando incubada A 28'C e
& 37'C, notando crescimentoc apenas nas placas incubadas & 28'C. Veri-
flcou ainda que as placas reincubadas & 28'C, apda terem permanecidas
durante 24, 48 e 72 horas a 37°'C, apresentaram um nuimero menor e de-
crescente de colbnias em relacdo as obtidas 3 2B8'C, enquanto que as
placas mantidas por 96 e 120 horas & 37'C, mesmo apée 5 dias de rein-
cubac3o 3 28'C n%o apresentaram crescimento algum.

Segundo HUBER (1858), os extremos de pH para o
crescimento do fungo s3%o bastante amplos, situando-se entre 3,5 a 8,5,
enquanto que LIHRELL (1S944; apud VEEN, 1968) cita que estes extremos
estariam em torno de 2,0 a B,5, tendo um desenvolvimento d&timo em
pH 6,9.

D fungo M. anisopliae € um microrganismo que
regquer poucos nutrientes para seu desenvolvimento, podendo desenvol-
ver—-se em melos de cultura com diferentes fontes de carbono como: ami-~
do, glicose, maltose, sacarose, quitina e outros; LIHNELL (1944, apud:
VEEN 1368), e HUBER (1958). Varios outros autores descreveram melios de
cultura onde esse fungo pudesse ter melhor desenvolvimento e esporula-
¢8o. SANTOS (1978), verificou que o meio de arroz, fol o melhor subs-
trato em permitir uma germinac3oc majle rapida de seus esporos. Ademais,
egge microrganismo apresenta étimo desenvolvimento em meio mfnimo e em
meio completo de Aspergillug nidulansg.

Varjoa métodos de conservagBo de fungos A sem
perda de viabllidade e patogenicidade, t&m sido conduzidos por muitos
autores. BASTOS e col (1976), verificaram, apés o uso do método de

CASTELLANI (13939) (conservag¥o do fungo em Agua destilada) que a con-
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servac¢io do funge M. anisoplize, através deste método manteve sua via-
bilidade por 26 meses, e salientaram que eE todos os testesg aplica-
dos, os aspéctos morfoldéglicos e fistolégicos do fungo n¥o apresentaram
diferencas quando comparados com a cultura original. Quanto & patoge-
nicidade, observaram que no perfodo de 9 dtas registrou-se uma morta-

lidade de insetos de 75%, confirmando assim seu poder pateogénico.

BELL e HAMALLE (1974), ensalaram viriag !inha-
gens de fungos, entre elas 3 linhagens M. anisopliae, as quais tinham
sido estocadas por longo perfodo de tempo em sflica-gel & -20°'C. Estas
linhagens foram testadas contra insetos praga, constatando que M. apni-
sopllae fo! capaz de manter seu alto grau de patogenicldade em 3 anos
de estocagem, embora somente uma das 3 linhagens tenha conseguido este

grau de patogenicidade, enguanto que as restantes morreram, uma apés

24 meses e a outra apds 33 meses.

2.2~ Patogenliclidade

0 fungo M. anisopliae desde sua descoberta in-
fectando Iinsetos, tem sido alvo de estudos sobre sua importlncia no
controle bioldgico de uma mérie de insetos praga. VEEN (1968) cita que
este fungo tem ag¥o patogénica sobre 200 espécies de insetos, sendo
que boa parte deles s¥%o hablitantes do solo. FARGUES e col.(1975) citam
que este fungo ¢ um dos microrganismos mais conhectdos entre os fungos
patogénicos de insetos e reafirmam sua ag3o patog&nica sobre 204 espé-

cies de hospedeliros, pertencendo 3 43 famflias e 7 ordens: Orthoptera,

Dermaptera, Hemiptera, Lepidoptera, Diptera, Hymenoptera e Coleoptera.



No Braseil, o fungo M. anisopliae vem sendo uti-
l1zado no controle microbliolégico de insetos conhecidos com o nome de
cigarrinhas das pastagens (GUAGLIUMI 1870) e da cana-de-acgucar, (GUA-
GLIUMI (1972) pertencendo & ordem Homoptera, famflia Cercopldae. Tam-

bém este microrganismo vem sendo estudado para controle de insetos ve-

na patogenicidade de diferentes linhagens desse fungo em R. prolixus
foram conduzidos por MESSIAS e col. (1980). Os autores mogtraram que
100X da mortaltdade foi alcangada apés 5 a 8 dias com umidade relativa
de 97 a 100%.

SILVA e MESSIAS (1986), estudando duas 1inha-

32 estiagio de Rhodniug prolixus, verificaram atividade amilolftica,

lipolftica e proteclftica de mutantes e revertentes deste fungo. Ob-
servaram que o2 mutantes com decréscimo na atividade amilolftica e 11-
polftica, mostraram baixa virui@éncia em rela¢o ao tipo selvageh, sen-
do que a reverso dos mesmos restabeleceu a viruléncia. Nog mutantes
para protease houve reduglSo da viruléncia em relac3io aos selvagens,
mas esta redug®o n¥%c foi estatisticamente significativa.

MESSIAS e col. (1986), também estudaram a viru-
léncia de linhagens selvagens, mutantes auxotrdéficos e dipldides de

Metarhizium anisopliae em Rhodnius prolixug, e verificaram que tanto

os dipldides como os parentate atingiram 100X de mortalidade na dose
de 1mg de confdios entre 8 e 9 dias. Nas linhagens mutantes essa mor-

talidade n¥%o foi alcangada até 12 a 15 dias apds aplicag3o.
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Observaram ainda, que a virul@ncia da 1inhagem
gselvagem e do dipldide fol semelhante é; todos o nfvels das doses en-
sajadas indicando que a viruléncia reduzida nog mutantes fol restabe-
lecida na formag¥o do dipldide. Apesar dos mutantes apresentarem baixa
viruléncia, estes n%o perderam a capacidade de matar o hospedeiro.

RIBA e col. (1985), tambénm verlficaram.a viru-
l1éncia entre linhagens selvagens, mutantes auxotrdéficos, diplédides e
segregantes do cruzamento de mutantes morfolégicos e auxotréficos de
M. anisopliae em espécies de mosquitos de Aedes aegypti, Anopheles
stephensi e Culex pipieng, bem como em Dgirinia nubilalig, e observa-
ram que a viruléncia do dipldide foi comparivel 3 dae selvagens, en-
quanto que os segregantes exibiram viruléncia semelhante aos mutantes
auxotrdéficos.

Com relag%io ao modo de ag3o do fungo BALFOUR-
BROWNE (1960), relata que o mesmo penetra na cutfcula do inseto atra-
vés da secreclo de enzimas téxicas, e este por sua vez, morre em pou-
cos dlas pela invas¥o de hifas pelo corpo todo, dando um aspecto duro
e quebradigo. Apds ter-se desenvolvidoe no interior do inseto, as hifas
se estendem para fora e dias apés, ocorre a esporulaclo sobre o cadé-
ver do hospedeiro. SILVEIRA e MESSIAS (1983), relatam que sob condi-
¢8es amblentals (temperatura de 28'C e umidade relativa de 90%), o
tempo de penetrag3o e colontzacio do fungo M. anisopliae em ninfas do
32 estdglo de Deois sp com 8.16‘ confdios por hospedeliro, se deu entre
76 e 96 horas apés inoculag¥o, sendo que 2pés 120 horas, a colonizac¥o
& vista em grande desenvdlvimento, inictandc na hemolinfa, segulda das

gl8ndulas salivares, musculatura e o tubo digestivo.
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Devido a grande quantidade de isolados de M.
anisopliae, houve necessidade de métodos de caracterizagdo para a di-
ferenclagdo dos mesmos, uma vez que asgpectos morfoldgicos de colénia,
variedade e tamanho de confdios, n3o g¥%o suficlentes. Deste modo, téc-
nicae como eletroforese, imunoeletroforese, serologia, viruléncla, en-
zimas extraceilulares, cromatografia, produ¢3o de toxinas e aspectos
genédticos, 3o Iimportantes para a distingdo destez Isolados. Assim
sendo, AL-AIDROOS e col. (1979), pode correlacionar a capacidade de
degradar o amido com a viruléncia em !inhagens de M. anisopitae. DE
CONTI e col. (1980), analisaram por métodos eletroforéticos em gel de
amido, a produ¢¥o de esterase e fosfatase, observando 5 padrBes para
esterase em 11 isolados de diferentes regi8es do Brasil, enquanto que
para fosfatase somente um padr3o eletroforéticeo fol observado. ROSATO
e col. (1981) analtsaram a produg¥o de enzimas extracelulares: amila-
e, protease, quitinase e lipase, também destes isolados, verificande
que de uma maneira geral, os isolades da mesma regifio tém similar pro-
ducl%o de enzimas. MEESSIAS e col. (198833, utilizando a técnica de cro-
matografia gasosa, compararam confdios de & linhagens da variedade
anisQpliae e uma ]linhagem da varledade major, € observaram que a simi-
laridade entre elas, era bem significativa, compreendendo entre &2 e
88X, sendo que duas delas pareceram ser bastante semelhantes em torno
de 98%.Também tem sido utilizado a cromatografia gasosa para avaliagdo
qualitativa de acidos graxeos em micélio e confdios e este método fol
proposto pelos autores como uma técnica simples para identificag¢Bo ro-
ttneira de linhagens de M. anisopliae. Os principats dcidos graxos en-
contrados foram: palmftico, oléico, lincléico e estedrico, sendo que a
proporg¢do relativa de cada dcido graxo difere na maloria das }linhagens

estudadas, (PUPIN e MESSIAS 1984).
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Diversos autores tém relatado a cerca das ca-
racterfsticas entomopatogénicas do M. anjisopliae, em uma grande diver-—
stdade de espécies para as quals ele & patog@nico. Dados adicionalis a
regspelito disso, poderd ser encontrado na revisBes feltas por SANTOS

(1978) e SILVA (13985).
2.3~ A parassexualidade em N. anisoplliae

0O fungo M. anjipopliae, tem sua importlncia no
controle bioldglco de ingetos (VEEN 1968), e por isso varios autores
vém estudando este microrganismo sob diversos aspectos como: produg3o
de toxinas (ROBERTS 196%8), eletroforese (De CONT] e col.19B0) e técnt-
cas de cromatografia gasosa (MESSIAS e col. (1383). A parassexualtdade
deste fungo, relatada por MESSIAS (1979), MESSIAS e AZEVEDD (1980) e
AL-AIDROODS 1980}, foil bastante tmportante para estudos de melhoramento
genético nesse microrganismo, o que possibilitars mapeamento de genes
e identificac¥c de grupos de 1igag¢¥o, sendo muito diffcil sem o ciclo
parassexual .

TINLINE e ROVIELLO (1%871), demonstraram um dos
passos Importante do ciclo parassexual, a heterocariose utilizando mu-
tantes auxoirdficos de M. anisopliae. Apesar de seus regultados indi-
carem a ocorréncia deste evento neste microrganismo, os autores tive-
ram dificuldades na demonstrac¥o da heterocartiose, sugerindo que estas
foram devido a distribuig¢lo dos nicleos nas hifas e também o baixo
grau de complementariedade entre alguns mutantes auxotréficos.

MESSIAS, (1979), MESSIAS e AZEVEDD (1980) e AL-

AIDROOS, puderam pela primeira vez, demonstrar o fen®meno da parasse-



A\

13

MP wualidade neste fungo, trabalhando com mutantes morfoldéglicos (colora:

c¥%0 de confdios) e mutantes auxotrdéficos, utllizande como agente muta-
génico a luz ultra-violeta, (UV) com uma dose que permitiu 5X de so
breviventes.

MESSIAS (1979), cita ainda que, o mutagénico ff-
sico usado (UV)Y fol eficliente na obteng3c dos mutantes auxotrdficos, e
a frequéncia de aparecimento destes mutantes, fol em torno de ©0,28%,
frequéncia esta bailxa quando comparada com aquelas obtidas por PONTE-
CORVD e col. {(1853) em A. nidulang. Em vista disto os autores sugeri-
ram que sejam estudados outros mutagénicos que possam dar melhores re-
sultados.

Com relag¥o a heterocariose, os autores relata-
ram que em todos os mutantes usados houve complementac¥o em melo min!-
mo, as marcas auxotrdficas comportaram- se comoc recessivas, e que o
comportamento heterocariético entre duas linhagens era n3o autbnomo.
Cs dipldides obtidos possuiam coloracdo igual & do selvagem, e o tama-
nho dos confdios, tanto os hapldides quanto os dipldides n¥o diferti-
ram, mas no entanto o di&metro do niclec dos confdios dipldides foram
matiores do que os dos hapléides. A frequéncia com que esses dipldides
foram obtidos fol de 1,6 en 106 confdios em meio minimo, frequéncia
esta conslderada batxa em rela¢%o aos fungos que possuem confdios mul -
tinucleados.

A utilizag¥o do Cloroneb pelos autores, para
haploidtzac¥o, fol bastante eficaz numa concentracdo de 100pg/ml, de
maneira que puderam isolar 63 setores, sendo que a malor parte deies
fol de comblnagBes parentais. Contudo esse resultado fot'expllcado de-

vido a uma gérie de fatores:
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1~ 0O fungo possul um pequeno numero de grupos de ligag3oc , sugerindo
os autores, como sendo n3o mals qué 4 cromossomos;
2~ Sele¢3o de combinacBes de marcas genéticas em detrimento de outras

combinacOes;

3- Todos os dipléides analisados, eram provenientes de uma linhagem
parental comum e segundo os autores a indug¢do através da luz ulira-
violeta para a obten¢¥o de mutantes auxotréficos, & possfvel, que sur-

Jam aberrag¢Bes cromossdmicas como transloca¢3o, justificando a predo-
mindncia do tipo parental.

Do mesmo modo que MESSIAS e AZEVEDO (1979), AL-
RIDROOS (1980), demonstrou o fen8meno da parassexual idade neste fungo,
empregandce mutantes resistentes 3 acriflavina, os quais na fase di-
pléide mostraram serem todos recessivos. Os dipldides conseguidos, di-
feriram fenotipicamente do selvagem hapléide na conidiac¥o e micélio
amarelado. Dos viérlos dipldides resistentes a acriflavina dols deles
foram capazes de crescer com uma alta concentrag¥o da droga, mais do
que os parentais. Segundo a autora, n3o fol possfvel conseguir uma to-
talidade na recombinac3do, mas alguns fendétipos novos foram obtidos.

BERGERON e AL-AIDROOS (1982), analisando a ha-
ploidizacdo de véarios dipldides indicaram que os confdios dipldides,
foram significativamente maiores do que a linhagem hapldéide. Anallsa-
ram também que o tamanho e a morfologia dos confdios foram usados pa-
ra determinar a forma dipldéide. Todos os dipléides obtidos foram pro-
totrdoficos, indicando assim a recessividade das marcas auxotrdéficas
envolvidas. Na haploldizag¥o, os autores obtiveram setoreé espontanea-
mente, mas com o uso de Benlate, esses setores aumentaram de 5 para 10

vezZes.
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Segundo estes autores, M.anisopljiae possul 5 grupos de ligag¥o e atra-
vés de haploidizag3o, puderam determinar 8 marcas nesses grupos de 11-

gacdo,
2.3.1- A importéncia do ciclo parassexual

De todos os sBlstemas alternativos do sexo, es-
tudados em microrganigmos, somente o ciclo parassexual se destaca, por
apresentar uma fase dipliélde estdvel nas espécies deé fungos em que o
ciclo sexual inexiste, sem contar com aqueles que o= dols ciclos coe-
xistem, oferecendo a estas espdécies, um modo alternativo de recombina-
¢30 genética. Todavia, nos fungos imperfeitos a parassexualidade, é a
inica possibilidade para recombinag¢¥o genética. A aplicaco prética do
ciclo parassexual na inddstria, tem grande valia, porque a maior parte
dos fungos de valor industrial, s3c tmperfeitos, e seu methoramento sdé
poderia ser feito através de mutagBes. Deste modo, por exemplo, a pro-
duc¥o de penicilina e de &cido cftrico foi aumentada uttlizando a pa-
rassexual idade, a qual foi possfvel com a combinac¥o de genes desejs-
veis em uma unica linhagem. Do mesmo modo, em fungos fitopatogénicos,
o ciclo parassexual parece ajudar no aparecimento de novas racas f{-
sioldégicas, wsendo um importante melo de variac3o nestes fungos. Ade-
mais, melhoramgnto em ogtros fungos puderam ser feitos com auxflio
deste processo parassexual. MESSIAS (1977}, trabalhando com Asperglil-~
lus flavuyg., tentou comparaf 2 parassexualidade com a produco de afla-

toxina, e verificou que esta correlagdo é complexa e possivelmente de-

pendente de muitos genes.
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Assim , o ciclo parassexual representa um papel

de relevancta, principalmente em fungos de Import3ncia econbmlca,

abrindo novas perspectlvas para o melhoramento destes microrganismos.
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?.4- Toxinas

As toxinas produzidas por microrganismos foram
descobertas a cerca de um século na histéria da bactertologia de doen-
cas Infecciosas. Mals recentemente o papel das toxinas no processc de
infecgdo por microrganismos em insetos vem Bendo alvo de aten¢lo de
divergsos autores. (TOUMANOFF, 1928; BURNSIDE, 1930; DRESNER, 1850 e
KODATRA,1961a,k e 1962).

Ap toxinas s3q0 conslderadas um dos mecanismos
possfvels de patogenicidade, n¥o sendo um fator exclusivo do mlcrorga-
nismo, mas sim a intera¢do entre o microrganismo e o hospedeiro.

A malor parte das toxinas microbianas s3%c pro-
duzidag por bactérias e fungos, sendc que algumas delas jid vém sendo
utillzadas no controle de populacgBes de insetos-pragas. 0Os diversos
problemas causados pelo uso indiscriminado de (inseticidas qufmicos
doespertou um Iinteresse cada vez major para o uso de produtog bioldgi-
cos como agentes controladores de insetos.

As toxinas produzidas por microrganismos pato-
génicog n3do s¥0 o8 Unicos elementos responsaveis pela mortalidade dos
insetos afetados. Diferentes hospedeiros variam na susceptibilidade
para uma determinada toxina, enquanto gue algumas toxinas podem ter
uma grande diversidade de hospedeiros susceptiveis (LYSENKO e KUCERA

1871).
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2.4.1- ClassificagcBc das toxinas

As toxinas segundo LYSENKOD e KUCERA (1971, s%o
classificadas empregando-se diferentes critérios, de maneira que um
mesmo composto pode ser adequado em varias clasazes distintas.

Assim, 3 principals critérios sio utllizadoé: localizag¥o anatbmica,
local onde as toxinas 830 produzidas na célula, modo ou aftio de ac3o
no hospedeiro e a estrutura de suas moléculas.

1- Localizac¢do anatbmica: define o local onde s3¥oc encontradas, produ-
zidas e acumuladas, sendo denominadas endotoxinas quando produzidas e
acumul adas no Interlor da célula, e exotoxinas gquando s8%c excretadas e
carreadas para fora da célula durante a fase de crescimento.

2- S5ftlo de ac3o: define o local onde as toxinas atuam, exemplifican-

do: as toxinas qué afetam o sistema nervoso s3o chamadas neurotoxi-
nas, aquelas que afetam o trato—gastrointestinal, s¥%o as enterotoxinas
e, aquelas que causam lise nos eritrécitos s30 as hemclisinas. Este

tipo de classificac¥o é considerado um dos mais antigos e é baseado em
evidéncias farmacoldgicas e clinicas.

2.1-Modo de ag¢¥o: Este critério de classifica¢o parece mais adequado,
pois baseia-se na atividade bioquimica das toxinas sobre o substrato ,
contudo torna-se diffcll o conhecimento do mecanismo bioquimico das
toxinas a nfvel de hospedeiro.

3- Estrutura molecular: Baseia-se na estrutura molecular das toxinas.
S3o distinguides 3 tlpoﬁ principals de moléculas de toxinas: ag sim-
ples, as complexas e as mistas. BOVENTRE e col. (1967) sugerem que o
efelto téxlco estd estreitamente relacionado com a complexidade da mo-

lécula de toxina.
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2.4.2- Metabolismo dasg toxinas

As toxinas t8m sldo Iintensivamente estudadas
por varios autores dentro da microbiologia médica, e mais recentemente
no aspecto bioqufmico e imunoidégico, o que fez surgir novos métodos de
estudos abrindo perspectivas e solucionando problemas antes insocly-
veis. No entanto pouco ainda se sabe sobre as toxinas produzidas por
microrganismos entomopatogénicos e seu efeito como tnseticida.

Poucos microrganismos tem side estudados como
produtores de toxinas. 0 modo de ag3o, bem como a natureza das sube-
t8ncias produzidas por estes elementos n¥o est¥o bem determinadas e
algumas vezes, torna-se diffcil a classificac¥o de tals substlncias
comc toxinas.

Em fungos a produglo de compostos téxicos atuam
conjuntamente para causar virlos efeltos. Modernos métodos bioquimicos
vém sendo utilizados para separa¢¥o e caracterizacio destes compostos,
e além dieso, é necessirio que se conhega o metabolismo destas subs-
t8nclias e seu valor como agente de mortalidade nos insetos.

PRASERTPHON e TANADA (1969), estudaram ags quan-
tidades de toxinas produzidas por Entomophthoras apicgulata e E. corona-
ta, verificando que esta dltima foi a que mais produziu o composto té-
xico em meio lfquido em um mesmo perfodo de tempo. As duas espécies
produziram mails toxinas quando cultivadas sob agitac¥o do que em cul-~
tivo estaciondric. Segundo os autores, isto se deve 3 malor aeraclo e

circulac®o do meio de cultura. Ainda, relatam que as toxinas produzi-

das parecem ser mais um produto deé excre¢¥o do que da autédlise do fun-
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go, © que se justificarta pela guantidade detectiavel de compostos en-
contrados apdés 36 horas de cultivo engquanto que o processo de autdlise

6 se iniclaria apds 48 horas de cultivo.

2.4.3- Toxinas de fungos entomopatog@nicos

Os fungos entomopatogénicos também s¥c respon-
sdvels pela produgfo de substinclas que exibem efeito Léxlco sobre in-
setos hospedeiros, sendo assim estas substlncias podem ter ag3o sobre
o hospedeiro em diferentes nfvels, atuando sinergisticamente com ou-
tros fatores para levi-lo & morte.

ROBERTS (1981) relata em sua revis%o que a pro-
du¢¥o de toxinas nos hospedeiros deve vir precedida de vartas ativida-
des do fungo e as dividiu em 8 passos:

1- Ligac¥o da unidade Infectiva (confdios? na eplcuticula do inseto;
2- Germinag8oc do confdioc na cutfcula;

3- Penetrag3o na cutfcula pelo tubo germinativo ou pelo apressdério;
4- Multiplicag¥o das hifas na hemocela;

5- Produc%o de substfnclas téxicas;:

6- Morte do inseto;

7- Desenvolvimento micelial com invasSo de todos os érgios do inseto;
8- Migrag¢3o das hifas do interior para o exterior do inseto;

9- Producdo da unidade infectiva no exterior do inseto;

Salienta o autor que o fungo que n¥o completa
os passos de 1 a 4 tem baixa viruléncia, embora possa ter alta capact-

dade de biosfintese de toxinas.
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LYSENKO e KUCERA (1971), sugeriram gue o uso de
modernos métodos bloqufmicos para 1solamento e caracterizac%o de subs-
t8nclas toéxicas € multo importante. Quanto mais a toxina for purifica-
da e definida mals precisamente o mecanismo de sua agd3o poderéd ser
elucidado, sem interferé&ncia de outros compostos biclogicamente ativos
que contribuem para o efelto téxico. Segundo KODAIRA (19&1a), isto se-
ria importante porque alguns compostos, subst@ncias de alto peso mole-
cular s%o liberados na quebra de compostos fontes de carbono e nltro-
génio, estandoc portanto presentes no meto de cultivo e exercendo tam-
bém uma agHo tdéxica.

Vaérios autores relatam a produ¢Zo de substén-
clas téxicas tanto "in vitro” como "in vivo” por fungos entomopatogé-
nicos, a véarias espécies de insetos hospedeiros. KODAIRA (1959), ob-
servou o efelto téxico de 7 linhagens de fungos tincluindo Beauveris
basslana, M. 2nisopliae e Homuraea rjley!, sobre o bicho da seda,
Bombyx mori. verificando o autor, que a espécie que apresentou maior
efeito téxico fol M. anisoplliae. O mesmo autor mais tarde em 1962, ex-
traiu e purificou subst@ncias téxicas de filtrados de M. anisopllae as
quals denominou de destruxina A e B. ROBERTS (1966 a,b) 1solou compos-
toe semelhantes a estas destruxinas de culturas da mesma espécie, € as
injetou na hemocela de larvas de Galleriz mellonella e de Bombyx mory.
obtendo insetos que apresentaram paralisia tet8nica.

Nos estudo=z das toxinas os insetos podem ser
expostos aos metabdlitos téxicos de trés maneiras:

1- Por ingest@o (via oral);
2- Por contato cuticular;

3- Por inje¢3o na hemocela;
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As toxinas que apresentam efeito quando ensaia-
das por via oral ou por contato podem ser vistas como Inseticldas em
potenclial, enquantoc que por injecH3o servem para elucidar o modo de
a¢¥c das mesmas (ROBERTS e YENDOL, 1971).

LYSENKO e KUZERA (1871), classificaram as toxi-
nas em subst@nclas de alto e baixo peso molecular e subst@nclias n3o
definidas quimicamente. Os autores citam ainda em seu trabalho de re-
visd30 que virias enzimas (proteases, l!pases, ureases, amllases, enzl-
mas hidrolfticas e quitinases) produzidas por fungos entomopatogénicos
podem agir como toxinas.

KUCERA e SAMEINAKOVA (1968), consideram ser
possfivel que o complexo proteolftico de Beauveria bassiana possa estar
inclufdo entre os fatores tdéxicos responsiavels pela a¢¥o deste fungo
em insetos. Alguns autores excluem enzimas produzidas por fungos ento-
mopatogénicos como toxinas (BOVERTRE e col., 1967), uma vez que enzi -
mas como guitinase e protease ajudariam na penetrac%oc da cutfcula do

inseto e ndc teriam efeito téxico direto sobre eles.
2.4.3.1- Toxinas produzidas por Aspergillus spp

O género Aspergillus estd entre os mais estuda-
dos quanto & produg¥o de toxinas durante seu desenvolvimento saproff-
tico. A espécie Aspergillus flavug pode causar danos a diversos ani-
mals, 1inclusive ao homem que se alimentam de substratos onde o fungo
tenha desenvolvido, devido a um grupo de toxinas exdgenas designadas

de aflatoxinas. Até 1968 pensava-se que apenas as espécles de Asper -

glllus flavus e Aspergilluys parasiticus produztam aflatoxinas. ¥ co-
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nhecido outrae espécies com esta mesma propriedade como listaram DIE-
NER e DAVIS (1969). ’

As aflatoxinas atualmente estZoc entre as toxinas
mats bem estudadas, conforme relatado por DETROY e col. (1971), e RO-
DRICKIS e co0l.(1977). Dezenas de tipos de aflatoxinas s%o conhecidas
(STOLOFF,1977), mas somente quatro delas Bl, B2, Gl e G2 tem sido tes-
tadas em insetos. As aflatoxinas s%o moléculas hepatdxicas de Dbaixo
peso molecular, letals "per os8” em altas doses para a maioria das es-
pécies de animais, e causando alteragBes quando em pequenas doses
(CARNAGHAN e col.1963). Outros efeltos das aflatoxinas relatados por
LEGATOR (1966), s¥o: supressio na sfntese de DNA; irregularidade na
mitose e Induc¥do de bacteri{défagos em bactérias lisogénicas.

A espécie Agperglllus ochrageus produz substén-
cias téxicas a larvas do bicho da s&da (KODAIRA, 1961ib). O composto
ativo inicialmente foi Incorretamente identificado como &cido amino-a-
nidrico. Mais tarde MYOKEY e col. (1969), isolaram uma subst@ncia a
qual denominaram de aspocracina e também identificaram sua estrutura
quimica. Esta subst8ncia mostrou-se téxica a insetos e ratos nas doses
de 100pg/g e maior que 165png/g quando injetadas na hemolinfa e intra-
venosa, respectivamente.

Devido a estes e outros problemas causados a
diversos animals & ac homem, estes microrganismos mostraram-se impré-

prios para a utilizag¥%o no controle biolégico de insetos.
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2.4.3.2- Toxinas produzidas por Fusarium larvarum e

Fusarium sglani

CLAYDON e col. (1977), investigaram em duas 11-
nhagens de Fusarium solani, patdgenos de besouros Scolytus scolyvtus e
Homarus amerjicanus a produc®oc em melo de cultura de superffcie de pro-
dutos inseticidas. Varios produtos foram detectados, mas o grande 1in-
conveniente na utilizag3o destes fungos no controle bloldgico, sertiam
os efeitos fitotdxlicos, anti-bacterianos e anti-fungicos, ja conhecl-
dos de tals substancias. Os mesmos autores em 1979, isolaram de duas
linhagens de Fugarium larvarum, de diferentes localidades e hospedelt -
ros, varilos produtos metabdlitos como a monocerina, meleina e os pro-
dutos naturais 7-0O~dimeti]-monocerina, 6-metil-eter—-fusaretina e 6,7-

dimetil-eter-fusaretina. 0Os metabdlitos monocerinas e eteres fusareti-

nas encontrados em menor quantidade mostraram atividades inseticidas

em bio-ensaio contra mosca Calliphora ervibhrocephals.

2.4.3.3- Toxinas produzidas por Cordyceps militaris

CUMNRIGHAE e col. (1951) e XREDICH e GUARIND
(1861 a,b) tsolaram e tdentificaram uma subst@ncia de Cordyceps mili-~
t2ris e a denominaram de cordicepina, cuja férmula molecular & cmnmosﬂs
Observaram que esta subst@ncia inibe o crescimento de varias linhagens
de Bacillus subtilis. Em insetos, tal substancia fol testada, sendo
levemente téxica para G. mellonella (ROBERTS 1381).

Segundo ROBERTS (1981), a LD-50 para larvas de

ditimo estiaglo de G. mellonella, por injeclo intra-hemocélica fol de
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3I0ng/g, sendo que doses gsubletals n¥o afetaram a producdo de ovos, mas
altas doses causaram a forma¢3o de pupas"defeltuosas, as quais ndo s=e
tornaram adultas. Filtrados de cultura deste fungo foram téxlicos para

larvas de Culex pipiens, Aedeg aegypti e Pedes epactiug (BELLONCIK e
PARENT, 1976).

2.4.3.4~ Toxinas produzidas por Entomophthora spp

YENDOL e col.(1968), utilizaram tr@s espécles
de Epnitomophthora e extrairam toxinas de filtrados de cultura, as gqualis
#e revelaram toxicas 3 G. pellonells e Musca autumpalis. PRASERTPHON e
TANADA (1969), estudaram quatro espéciés de Entomophthora para a pro-
ducdo de toxinas, e somente duas espécies de E. corconata e E. aplcula-
ta produziram toxinas, tanto ”in vitro” como "in vivo”. Estas substin-
clias foram téxicas para larvas de G. pellonella, n¥%o causando parall-
8ia tet8nica, mas provocando sinais de escurecimento nag larvas e tam-
bém Inibindo o crescimento bacteriano em larvas mortas. Diferentes es-
pécles de Insetos, mostraram diferentes respostas quando tais substén-
cias toéxicas foram Iinjetadas, mas de maneira geral elas intbem a meta-
morfose, mudas e alimentagHo.

CLAYDON (1978), isolou e identificou duas toxi-
nas de E virulenta produzidas "in vitro” e, quando foram injetadas na

mosca Calliphora eryvthrocephala foram letais, mas hsd didvida quanto &

sua produc¥o durante o processo da doenga no inseto.
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2.4.3.5- Toxinas produzidas por Nomuraea rileyl

Cubst8ncias t6xicas n¥o definidas foram extraf-
das de micélio de N. rileyl produzidas em cultura submersa. A Inje¢¥%o
em larvas de Lymantrla dispar desses extratos, provocou 47% de morta-
lidade apés 3 dias, 60% em 7 dias e 63% em 20 dias (WAST! e HARTMAR,
1878) .

Segundo MIKUNI e KARWAKAM! (1975), aplicacles
tépicas de extratos de micélio causaram mortalidade em Galleria sendo
que, esta mortalidade em 20 dias atingliu 83%. A ag3o tSxica da aplica-
¢¥o tépica n¥o & comum entre as toxinas conhecidas em fungos entomopa-
togénicos. Os autores sugeriram ainda gque os compostos ativeos destes
extratos, n%o seriam os mesmos que causaram a morie ripida de larvas
de L. dispar Infectadas por K. rilevy!.

A injec¥o de filtrados de hemclinfa de Bombve
mor) tnfectadas por H. rileyl em larvas sadtas, causou precocidade na
formacdo de pupas. Ds compostos ativos n¥o foram ainda identificados,

mas sabe-se que & possfvel detoxtificar os filirados através do aquect-

mento a 50'C por minuto, uso de scolventes n3o polares, e pH extremos.

VINING e col. (1962) isclaram uma subst@nclia de
B. basslana gque denominaram de oosporeina. Esta mostrou-se téxica a
insetos. WEST e BRIGGS (1968), observaram gue filirados de cultura de

B. bassiana quando injetados em larvas de G. mellonella, mostravam to-
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xicidade. HAMILL e col. (1969), lIsolaram e identificaram uma destar
subst8ncias e a denominaram boverlcin;. Esta mostrou-se téxica para
larvag de mosqultos e para um tlpo de camar3oc Artemi{a sgalina. Mals
tarde outros autores KANAOKA e col. (1978), verificaram que bovericina
ndc era téxica a larvas do bicho da s&da por via oral, mesmo em doses
matores que 1000 ppm. CHAMPLIN e GRULA (1979), ensalaram bovericina em
larvas de Heliothis zea, e através da andlise da hemolinfa dos insetos
infectados, notaram que a bovericina ndo se encontrava na forma solu-
vel, durante o tempc em gque a larva estava em contato com ©¢ microrga-
nigmo (4 diag).InjegBes intra-hemolinfa de bovericina sintética (bng),
também falharam em Induzir efelito danoso a estes insetos.

MURAKOSH! e col.(1978}), isolaram de B. basgiana
e Verticillium lecanji, uma subst8@ncia que denominaram basgianolida, a
qual havia sido identificada por SUZUKI e col. (1977}, como um ciclo
depsipeptfdio. que era letal a larvas de Bombyx mori no 42 estdaglo
quando administrado através da alimenta¢¥o. Na dose de 4 ppm esta to-
xina causou sintomas de fraqueza no inseto e acima de 8 ppm fol letal.

Assim sugeriram que os efeitos ocorridos em insetos atacados por este

fungo parecem estar relacionados & toxina, tal qual bassionalida.
2.4.3.7- Toxinas produzidas por Metarhizium anjisopliae

Em M. anispollae variedade anigopliae foram

identificadas duas subst8ncias téxicas' a insetos denominadas destruxi-
nas A e B, as quais foram iscladas de filtrados de cultura deste fungo
por KODAIRA (1962) e ROBERTS (1969). Suas fdérmulas estruturais foram

demonstradas por TAMURA e col. (1964 ) e SUZUKI e col. (i966) como
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sendo um depslpeptfidio cfclico contendo 5 aminodcldos e dclidos graxos
em proporcfes equimolares. A diferenga entre as duas destruxinas ocor-
re apenas nos 3dcidos graxos, sendo que o #&cido graxo da destruxina A &
composto de 2-D, hidroxi-4-dcido pentandico e na destruxina B & de
2-D,hidroxi-4—-acido metil wvalérico.

SUZUK] e col. (1966), verificaram ainda que es-
tas toxinas causavam paralisia tet@nica em larvas de G. mellonella =~
Bombkvyx merl. quando injetadas na hemolinfa. As degtruxinas mogstravam-
se tOxicas tanto a insetos como a mamfferos. No casoc de mamf{feros (ra-
tog) a observac¢3o fol constatada quando Injetaram intra-peritoneamente
uma dose de 1.8 a 17,0mg/kg que os levou a morte (TAMURA e TAKAHASHI,
1971).

CRI1SAN, (1871), estudou o efelto da ingestio de
esporos de M. anipopliag em larvas de mosquitos, e concluiu que as
toxinas n¥c identificadas como destruxinas foram liberadas no intesti-
no e causaram Iintoxicacd3c e morte. Mas & possfvel que a mortalidade
tenha resultado do uso de alimento exaurido nutricionalmente. Fol su-
gerido que M. apnisopliae seria mais promissor como patégenc do que co-
mo fonte de toxinas,

SUZUK! e col. (1970 e SUZUKI, e TAMURA
(1972), relataram destruxinas com 6 cliclo de depsipept(dios com um e=-
queleto de 5 membros de aminoicidos: alalina./3 alanina, wvalina, iso-
leucina e prolina, isolados de flltrado de cultura do fungo. Além das
destruxinas A e B, novas destruxinas de M. apisopliae foram isoladas
por SUZUKI e col. (1970), denominadas C e D e uma outra chamada desme-
tildestruxina B, cujas férmulas estruturais foram determinadas por SU-

ZUKI e col. (1971). Posteriormente PAIS & col. (1981) estabeleceram as
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estruturas de mals 9 destruxinas: E, Al, A2, Bi, B2, C2, D1, D2, e EI,
todas i1soladas do meio de cultura d¢ M. anisopliae.

A susceptibllidade & destruxinas varia conside-
ravelmente nas viarlas espécies de Insetos. Em ltarvas de B. mori, a in-
JjJe¢d3o intra-hemocélica das destruxinas A e B, mostrou uma LD-50 de

0,15 a 0,30ng/g em 24 horas (XODAIRA, 1961 a, SUZUKI e col.1971); nas

ra destruxina A e B respectivamente (Roberts n3oc publicado), e em ou-
tras espécles de insetos, como larvas de lepidoptera, a admintistracg3o
de destruxina em altas doses causou tetania num perfodo superior a 3

minutos, sendo que em dose balxa, a paralisia tetfnica foi curta ou

- até ausente.

Segundo AL-AIDRDOOS e ROBERTS (1978), utilizando
vdrios mutantes de M. anlsopliae houve correlaglo direta entre o nivel
de produgdo "in vitro” de destruxina e a viruléncia em larvas de mos-
quitos.

SUZUK] e col. (1971}, extrafram destruxina B e
desmetildestruxina B de larvas de B. mor{ infectadas com M. anisopliae
e estimaram a quantidade total de destruxina nas larvas pela anédlise
de f3 alanina de fragBes positivas. As larvas foram Infectadas pela
apllcagdo tdplca de confdios e apéds 4 dlas, sinais de cresclmento do
fungo foram observados. A maioria das larvas morreu no 5& dia apés a
infecgdo, larvas vivas continham 0,0004p moles de destruxina/larva no
4= dia, e 0,0006u moles de destruxina/larva no 52 dia, quantidade se-
melhante a que a causou morte e paralisia em larvas do bicho da seda

injetada com destruxina B pura (KODAIRA 1961a). As larvas mortas foram

congeladas e anallsadas, Indicando uma quantidade 0,02n moles de des-
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truxina/larva, isto segundo ROBERTS (1966 b), fol sufictente para cau-
sar sua morte. Paralisla tet8nica similar aquela induzida pela injec3o
de destruxina, ocorreu em B. morl imediatamente antes da morte pela
infec¢¥o do fungo. Estes experimentos mostram destruxina como um pro-
vdvel causador de morte em B. morl infectado por pelo menos duas 1li-
nhagens de M. anigoplliae.

Estudog feitos com a variedade pajor de N.
anisoplize, foram conduzidos por KAIJIANG e ROBERTS (1986), para ve-
rificar se a mesma produzia destruxinas da mesma maneira que a varie-
dade anjgeoplliae, ® por isso utilizaram llnhagens provenientes de vi-
rios pafses, & usaram como padrdo uma mistura de purificado de destru-
xina A e B da linhagem F-84 variedade aniggpliae. que apresentavam va-
lores de Rf 0,52 @ 0,61 para ag destruxinas A e B respectivamente.

Através da cromatografia de camada delgada e
espectrometria de massa, puderam verificar que de 5 isolados somente
dois n3o produziram quantidade detectdveis de destruxinas, e também
obgervaram que a maioria dos materiais extrafdos de filtrados e micé-
lios fol 6leo, pudendo constatar que este era téxico para larvas de
G. mellonella, e sugeriram que na auséncia de destruxinas, o &leo toma

papel! importante para superar o hospedeiro.

2.4.3.8- Citocalasinas

-ABsim como as dextruxinas, as citocalasinas
também 830 metabdlltos fuinglicos que possuem férmula estrutural de per-
hidro~-indois tendo um anel macrocfclico. Suas atividades bioléglicas

Incluem produc¢¥o de células polinucleadas pela inibi¢¥o de clivagem do
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citoplasma de culturas de células de mamf{ferog, inibiclo de movimento
celular & extrus3oc nuclear }STEYN, 1977). 0 conhecimento destas toxi-
nas & de grande interesse para o uso como ferramentas na bilogia celu-
lar e medicina. Dez citocalasinas s%oc produzidags por uma grande varie-
dade de fungos (NATOR] 1977). ALDRIDGE e TURNER (1%69), isclaram duas

citocalasinas C e D de culturas de M. anigopllae. Estes compostos fo-

ram testado=s contra larvas de Galleria n%¥o se observando nenhum efei-

to. N¥o se conhece seu efelto sobre ocutrog insetos.

2.4.3.9- Propriedade das destruxinas A e B de

Metarhizium anisopliae

KODAIRA (1962), tsolou e purificou destruxinas

A e B de M. apisopliae e determinou algumas propriedade destes dois
Vcompostos. 0O autor verificou inicialmente que a destruxina A é solivel
em varios solventes comeo: metanol, etanol, acetato de etila, clorofdér-
mio, dissulfeto de carbono e tetracloreto de carbono; soldvel em &gua
a 25'C e oem ligroina aquecida. Esta destruxina & instsvel em tempera-
tura ambiente por longo tempo; n¥o & decomposta em dgua fervente num
perfodo de { hora; n%c tem halogénio e enxofre; reag3o com ninhidrina
¢ negativa possul duplo ponto de fusdc, 125 e 188°'C.

A andlise elementar desta destruxina de ponto
de fus¥o 125°'C, resultou na fdérmula de Czq Hg; O;H;, @ para o ponto de
fus3o de 188°'C, a fdérmula molecular fol de CpgHys O7Ng .

A destruxina B é facilmente soluvel em metanol,
clorofdrmio, etanol e benzeno; é mails (nsoliivel em dgua do que a des-

truxina A; em temperatura normal é insoldvel em ligroina e em eter de
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petrdleo; dissolve-se gradualmente quando aquecida; a reac%c com ni-

nhidrina também € negativa: e a instabilidade quando aquecida & a mes-

" ma da destruxina A. Sua fdérmula molecular & CpsHgy OgNy .
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3- MATERIAIS E BLTODOS

2

3.1- Linhagens do fungeo utilizadas

Foram utilizadas as linhagens F-9, isolada de
ingetos adultos de Degis flavepligcta (Homoptera: Cercopidas) no Estado
do Espfrito Santo pelo Dr. Josdé Alres Ventura (ENCAPA), # a F-B4 de
origem Norte-americana isolada de Conoderugs sp (Coleoptera: Flateri-
dae), cedida pelo Dr. Donald W. Roberts, do Boyce Thompson Institute
for Plant Research, Cornell University - USA, todas da varledade anj-

gopliae.

3.2- Meios de cultura e golucles utilizadas

3.2.1- Meio Minimo (MM) (PONTECORVDO e col. 1933)

NaNO; . . . . . . . . . . . .+ . . 6,009
KHaPOy . . . . . « . « ¢« « « « « . . 1,52 g
KCl . . . . . « ¢+ v v v v v+« .. 0,529
MgS04 7H,0 . . . . . . . . . . . . . 0,324
FeSOg4 . . . . . + + « v « + &« « -« . . 0,01 g
ZnSDg4 . . . . . s s v e e e s . e . . 0,01 g
Glicoge . . . . . . . . « + « « « . . 10,00 g
AQar. . + = « + 4 + & 4 o+ 4 = o+« . . 15,00 g
Agua destilada . . . . . . . . . . . 1,000 ml

0O pH fol ajustado para 6,5 com NaOH 8X, ou HCl 1N.
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3.2.2- Melio completo (MC} (PONTECORVO e col.1953).

Acrescentou-se ao Meio Minimo as seguintes substincias:

Peptona . . . . . . . . . +« . .+ . . . 2,00g
Extrato de levedura . . . . . . . . . 0,50 g
Casefna hidreligada . . . . . . . . . 1,50 g
Solu¢3o de vitaminas . . . . . . . . 1,00 ml
Hidrol, 4c. nucléicec de levedura . . 2,50 ml

O pH fol ajustado para 6,5 com NaOH 8% ou HCl 1N.

3.2.3- Meio mfnimo mais 1X de meio completo.

Melo minimo adicionado de 1X de meic completo foi
distribufdo em tubecs de ensalo (2,5 ml cada) e autoclavado em seguida

a 120'C por 20 minutos.

3.2.4- Meio minimo e meio completo lfquido para produgdo

de toxinas.

0O meio minimo e o meio completo Ilfguidos foram
preparados de acordo com os ftens 3.2.1 e 3.2.2 descritos acima, sem

adic¥o de agar, sendo distribufdos 1,5 1 em Erlenmeyer de 3 1
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3.2.5- Soluc¥o de vitaminas.

Kcido nicotfnico . . . . . . . . . .100,00 mg
Kcido p-aminobenzdico . . . . . . . ., 10,00 mg
Piridoxina . . . . . . . . . . . . . 50,00 mg
Tiamina . . . ., . . . . . . . . . . . 10,00 mg
Riboflavina . . . . . . . . . . . . .100,00 mg
Blotina . . . . . . . . ... .. .. 0,20 mg
Kgua destilada esterilizada . . . . .100,00 ml

A soluc¥o fol parclialmente ester!lizada em banho-
maria & 60'C por 15 minutos, e guardada em frasco escuro no refrigera-

dor, adiclionando-se a solu¢¥c gotas de cloroférmio.

3.2.6- Hidrolisado de &cido nuclefco de levedura.

Primeiramente foram adicionados 2,5g de dcldo nu-
clefco de levedura em 15 ml de solug¥o normal de acido clorfdrico. Em
geguida a mesma quantidade de &clido nuclefco de levedura (2,5g) fol
adicionado em 15 ml de solu¢¥o normal hidréxido de sédic. Ambas solu-
¢B%es foram agquecidas a 100°'C por 20 minutos, em seguida misturadas e o
PH ajustado para 6,0. O volume fol ent¥o completado para 40,0 ml ¢ a

preparacdo fol conservada em refrigerador.
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3.2.7- Soluc3o salina.

Adicionou-se 8,5g de cloreto de sddio em 1 1 de
d4gua destilada, distribuindo-se alfquotas de S ml em frascos de 20 ml.
Os frascos foram autoclavados a 120'C por 20 minutos e conservados en

temperatura ambiente.

3.2.8- Solug3o de Tween 80 (0,1%).

Adicionocu-se 0,1 ml de tween 80 em 99,9 ml de &gua

destilada distribuindo-se em seguida em quantidades iguais de 2,5 a

‘3,0 m]l em tubos de ensalo que foram autoclavados a 120'C por 20 minu-

tos.

3.2.9~ Solucgcdo de Cloroneb (1,4-dicloro-2,5~-dimetoxiben-

Zzeno)

A solucHo de Cloroneb foi obtida dissolvendo-se
300mg da substincia em 20 ml de adgua destllada esterilizada, sendo a

mesma mantida sob refrigeracdo.

3.2.10~ Soluc¥%o de Benlate {l-metil,2-butil ,carbamoil,

carbamato de benzimidazol).

A soluc¢¥o de Benlate foi preparada dissolvendo-se
60mg da substincia em 1lml de acetona, seguido do acréscimo de 99 m! de
dgua destilada esterilizada, sendo 3 mesma mantida a temperatura am-

biente.
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3.2.11- Sclugfo de extrato de levedura.

Em 19 m! de &gua destilada esterilizada foram dis-
solvidos 100mg de extrato de levedura e a soluc¥o resultante fo! par-
clalmente esterilizada em banho-marla & 60'C por 15 minutos e conser-

vada sob refrigerac3o.

3.2.12~ Soluc¢lo de caseina hidroli=zada

Preparou-se a solu¢¥o dlssolvendo-ze 100 mg de ca-

. 8efna hidrolisada em 10 m]l de agua destilada esterilizada, realizando-

se em sequida a esterilizac¥c parclal em banho-marla a 60'C por 15 mi-

nutos, e conservacdo sob refrigerac¥o.

3.2.13- Soluc¥o de peptona.

Adicionou-ge 100 mg de peptona em 10 ml de 4gua
destilada esterilizada, seguido da esterilizag¢¥o parcial em banho-ma-

ria a 60'C por 15 minutos, e conservac3o em refrigeracfo.

3.2.14~- Soluglo de benzeno.

Foi{ preparada uma solu¢¥o de benzeno com 95% da

subst@ncia, adictonando 5 ml de acetato de etila. A soluglo fol guar-

dada em temperatura ambiente.
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3.2.15- Soluc¢io descloroférmio-metanol (19:1).

Fot preparada uma solug¥o de clorofdérmio-metanol
na propor¢doc de 19:1 (v/v), a qual fol conservada em temperatura am-
biente.

3.2.16- Scoluc3o de cloroférmio-metanol-acetato de etila.

Preparou-se uma solu¢¥o de clorofdérmio-metanol-
acetato de etila na propor¢3o de 8,5:0,5:1,0 ml respectivamente, a

qual fol conservada em temperatura amblente.

3.2.17~ Suplementos adicionados ao meio minimo.

Piridoxina . .. 50 ng/ml
Ttamina 50 ng/ml
Kctdo nicotfnico . . . . . . . . 50 pg/ml

3.3- Esterilizac®¥o e incubac¥o.
Os meios de cultura e as solucBes foram esterili-

Zzadas como descritog nos ftens anteriores, enquanto que as vidrarias
foram esterilizadas em forno de Pasteur 180'C por 2 horas. A tempera-

tura de incubag¥o de todos os experimentos fol de 28°'C.
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3.4- Médodos de estudos genéticos dae linhagens utilizadas.

3.4.1- Sobrevivénecia 3 luz ultra-viocleta.

Com o propésito de determinar qual a dose de ra-
dlag¥o ultra-violeta adequada para produzir qa 1 a 5X de sobreviventaes
para posterior obtenc3o de mutantes, foram feltas as curvas de sobre-
vivénvia das linhagens E-9 e F-84 de M. anjgopliae. Apds terem estasn
linhagens sido desenvolvidas em melio completo durante 8 dias, confdios
das mesmas foram suspenscs em solug¢lo de tweem 80, e o nimero de conf-
dios fol estimado atravéds de contagem em hematmetro. Em seguida esta
suspensdo fol dilufda em solucg¥o salina (1:10) e colocada em placa de
Petri esterilizada e irradiada a uma dist@ncia de 13 cm da fonte de
ultra-vioteta de 2537 & (intensidade aferida de 300 uw/cﬁ%, em ambien~
te claro com diferentes tempos.

Apés cada tempo de irradiac3o, diiuicBes apropria-
das foram feltas, semeando-se 0,1 ml por placa em meio completo e in-
cubada a 28'C por 8 dias. Apés este perfodo, procedeu-se a contagem do
nimero de sobreviventes, comparando-se este ao nimero de colbnias ob-
tidas no controle tomado como 100X de sobrevivéncia. Com os dados ob-

tidos pode-se tracgar as curvas de sobrevivéncia para estas linhagens.

3.4.2- Obtenc%o de mutantes morfoldgicos e auxotrdéficos

Para o isolamento dos mutantes morfoldglicos e au-
xotrdéficos fot utilizado o método de isolamento total, (PONTECORVO e

c0l.1953). Uma suspens¥o de confdios fol feita nas mesmas condi¢Bes do
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ftem anterior (3.4.1) com apnoximadamente 106 confdios por ml, a qual
fol irradlada e dilufda e em seguida semeado 0,1 ml por placa com melo
completo e incubada a 28'C por 7 dias. Apdés este tempo os confdios das
colénias foram transferidos para placas de Petri, contendo melo minimo
em distribuicio de 5 x 5 mais 1 (AZEVEDO e col. 1876), e incubadas a
28'C. As colbnias gque n¥%o ge desenvolveram neste meio (MM} foram con-
sideradas mutantes, sendo mantidas em tubos de ensato com MC para pos-
terior andlise.

Para caracterizac3o destes mutantes féz-se uma
suspengdo de confdlios em 3 ml de tweem 80, sendo que 0,2 ml desta sus-
pensdo fol colocado em placas de Petri contendo 20 m! de meio mfnimo
ailnda 1fquido com temperatura em tornoc de 45'C. Procurou-se misturar
og confdios com o meio (MM) para que estes ficassem de maneira homogé-
nea em toda placa, e esta fol incubada em seguida a 28'C. Decorridas
24 horas foram adicionadas gotas de solu¢Bo de casefna hidrolisada,
extrato de levedura, peptona e vitaminas, sendo distribufdas culdado-
samente em diferentes pontos da placa, a qual fol novamente incubada.
No final de 7 dias, houve um crescimento ao redor de uma das substan-
cias, indicando o requisito nutricional do mutante. Outro ensaio fol
felto com objetivo de eluclidar qual destas subst3nclas presentes, fol
a responsdvel pelo crescimento, caracterizando assim o requisitc nu-
tricional especffico.

0Os mutantes morfoldgicos foram obtidos, i=olando-
se aquelas colénias que mesmo crescidas em meio minimo se diferencia-
vam da linhagem selvagem em caracterfsticas morfoldgicas, como por

exemplo a cor dos confdios, e a forma das col8nlas.
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3.4.3- Teste de revers3o.

As linhagens mutantes conseguidas foram ensaiadas
para a reversilo de suas marcas nutricionals e para isso utillzou-se o
MM, e o meio supliementado com os requisitos nutricionais de cada uma.
Dg confdios dog mutantes foram suspensos em solugio tweem BO numa con-
centracg¥o de 106 a 10" confdios por ml e semeados 0,1 ml! por placa,
incubado em seguida a 28B'C. O crescimento nesse meio permitiu o cdlcu-

lo da freguéncia de reversdo dag marcas.

3.4.4- Teste de complementac¢¥o de colora¢io de confdios

Este teste teve como objetivo a verificag¥o do de-
genvolvimento da cor dos confdios para posterior observa¢d3o dos dl-
pléides. A metodclogla para tal fol a de CLUTTERBUCK (1972), para A.
nidulang. Placas de Petri contendo MC foram utilizadas para inocular
confdios de diferentes cores, observando-se apdés o crescimento, as

dreag das colbnias que se tocavam, procurandc observar confdios de co-

loracdc selvagem.

3.4.5- Obtenc¥o do heterocario.

Uma vez obtidos os mutantes que se dlferenciavam
quanto & morfologia e requisitos nutrictionaie, uma suspens¥o de conf-
dios fol felta em tubos de ensaio contendo 2,5 ml de MM suplementado
com 1X de MC, © qual permite uma germinag8o inicial dos confdios. Es-

tes tubos foram i{ncubados por 15 dilas a 28°'C. As peliculas heteroca-
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riéticas <crescidas foram passadas para placae contendo papel filtro,
cuja finalldade era retirar o excesso de meio (MC) trazldo por elas.
Com ajuda da al¢a de platina, as pelfculas foram divididas em 4 partes
@ colocadas em placas com meto minimo,e foram incubadas a 28'C durante
10 dias, para tsolamento de possfveis setores hetercocaridticos dipldéi-

des.
3.4.6- Obten¢3o dos dipldides.

Com o desenvolvimento dos setores heterocaridsti-
cos, uma suspens3o de confdios fol feita em solucgBo de tweem 80, e se-
meadas alfquotas desta em placas de Petri contendo meioc mfnimo. Conf-
dios destas colbnias foram transferidos novamente para uma solu¢3co de
tweem 80, apdés contagem em hemat(metro e dilui¢Bes apropriadas semea-
dos em placas com melio minimo e meio completo. Apds incubagio a 28'C,

por 8 dias, fol avalliado o nuimero de col8nias em ambos o8 melos.
3.4.7- Haploidizag¥%o dos dipléides.

A haploidiza¢¥o fol feita utillzando melo mfnimo
suplementadc com os requiéltos nutricionais das linhagens que foram
cruzadas, mais 150 ng/ml de Cloroneb. Esta subst@ncia segundo AZEVEDO
e col. (1977), tem a propriedade de induzir a forma¢Bo de setores. Os
setores obtidos foram anal{sadas, procurando evidenciar a ocorréncia

de tipos parentais e recombinantes,
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3.5- Metodologlia para produg3o de destruxinas
a

Apds estudos genéticos feitos com as 1linhagens E-9
e F-84, os mutantes, os dipléides, os segregantes e as linhagens sel-
vagens foram analisadas quanto a produg¢fo de destruxinas. A técnica de
isolamento é semelhante aquela descrita por KODAIRA (1962).

Inicialmente estas linhagens foram cultivadas em
meio minimo lfquido para os diplédides e selvagens, e meio mfnimo 11-
quido suplementado para as demals, em frascos de Erlenmeyer de 3 1i-
tros contendo 1,5 litreo de melo. Foram inoculados 107 a 108 confdios
por ml com viabilidade conhecida. A viabilidade foi dada pela porcen-
tagem de confdios germinados e n¥o germinados em placas de Petri con-
tendo meio completo e estimando-se a germinaco apés 24 horas, em mi-
croscoplo. Estas culturas foram desenvolvidas em condicBes ambientals
com temperatura de mais ou menos 28°'C, em agitag¢¥o recfproca durante
15 dias. Passado este tempo, o micélio destas culturas foi removido
através de filtrac3o em funil de Buchner a vacuo, seguido de nova fil-
trac3o com flltro Seitz. O filtrado contendo mais ou menos 1 litro fol
tratado com tetracloreto de carbono (CCly ), utilizando-se 5 alfquotas
de 100 ml cada vez do sclvente e em seguida separado em funil de sepa-
rac3o.

0O solvente (CCly) fol evaporado com auxflio do
evaporador rotativo, e © resfduo resultante fol elufdoc em metanol, se-
guido pela passagem por coluna de troca i8nica Dowex 1 e Dowex 50
eluidos em dgua. As frag¢Bes coletadas foram colocadas em frascos de
5 ml e novamente evaporadas em atmosfera de nitrogénio (N;). O8 resf-

duos foram elufdos em uma mistura de 5X de acetato de etila am benze-
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no, e diferentes alfquotas (10 nl) foram desenvolvidas em cromatogra-
fia de camada delgada (CCD) de (0,2 mm) de sfllca-gel 60F 254 MERCK,
4 » 10 cm. Como fase movel foi utilizada uma mistura de clorofdrmio,
motanol e acetato de estila na propor¢do de 8,5:0,5:1,0 ml respectiva-
mente.

ApSés o solvente percorrer aproximadamente 8 cm do
pento de aplicag¥o nas cromatoplacas, procedeu-se a secagem, sendo en-
t%o estas transferidas para c8mara saturada de vapor de l{odo.

A presenca da destruxina A foi visualizada pela
formag¥o de manchas escuras. Em todas as corridas fol utilizado um pa-
. dr3o obtido a partir da linhagen E-9 de M. QQLQQQLLQQ,'CUJO Rf & de
0,50. O Rf & determinado pelo quociente entre 2 dist8ncia (cm ou mm)
percorrida pela amostra e a dist8ncia (cm ou mm} percorrida pela fase

movel até a frente.

3.5.1- Andlise de espectrometria de massa.

Para andllise em espectrimetro de massa, as amos-
tras apds terem sido evaporadas com evaporador rotativo, bem como pu-
rificadas, {ftem 3.5}, foram elul(das em metanpol e evaporadas com nl-
trogénio gasoso. As amostras foram ent¥%o resuspendidas em acetona e
uma alfquota de 1 a 5ul fol injetada em um cromatégrafo modé&lo 59885
GC/MS Systeem da Hewlett Packard, com passagem simultf@nea para o es-
pectrdmetro de massa. A andlise dos fons formados (m/e) e a presenga
das destruxinas A e B, foram confirmadas pelas frages 576,7-577,6 e
592,7-593,6 respectivamente. Estas andlises foram realizadas nos labo-

ratérios do Boyce Thompson Institute at Cornell University - USA.
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4-RESULTADOS

4.1-Sobrevivéncia a3 luz ultra-vicleta (UV)

As linhagens E-9 e F-84 de M. a2nisopljae foram subme-
tidas 3 acdo de wvirlas doses de radtitacio ultra-violeta, e os dadosg re-
ferentes 3 sobrevivénclia destas 1inhagens, est¥o expressos nas Tabelas
I e II. Os valores obtidos permitiram construir curvas e tragar grafi-
cos conforme Figura 1.

Considerando-se o numero de celbnias sobreviventes,
utilizou-gse da metodologia citada por BARACHO e ROSIM (1977), para de-
terminac¥%0 da LD-95, que foram de 12,9 minutos para linhagem E-9 e 7,8
minutos para linhagem F-84. Estes valores.foram escolhidos postertior-

mente para a obteng3o dos mutantes.
4.2~ Obtenc3o de mutantes morfoldglcos e auxotrdéficos

Através das curvas de sobrevivéncia fol possivel cal-
cular o tempo necessirio para inviabllizar 95X dos confdios dos fungos
em estudo e obter mutantes numa frequéncia aproximada de 1 em 10Pconf—
dios. No passo seguinte, foram ensaladas as linhagens de M. anigeppliae
E-9 e F-84 para isolamento de mutantes morfoldgicos e auxotrdficos,
segundo a metodologta apresentada no ftem 3.4.2. A figura 1] mostra os
pass0g para obteng¥o dos mutantes.

Com respeito ao isolamento de mutantes morfoldgicos,
levou—-se em considerag®o aspectos como colora¢gdo de confdios e tamanho

da colbnia, diferencladas das parentais atraveés de observacBes vi-
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suals. No caso dos mutantes auxotrdficos, utilizou-se a técnica de
isolamento total PONTECORVO e col. (1953), que permite a obten¢Zo de
mutantes com requisitos nutricionais para aminodcidos, vitaminas e
dcidos nuclefcos.

Foram obtidos varios mutantes morfoldgicos e auxoiro-
ficos, sendo que a malor parte proveio da linhagem F-84, sendo sele-
cionados somente aqueles que se mostraram mals estdveis, descartando-
g8e aqueles com crescimento residual.

Da linhagem E-9 foi possfvel a obtencgZo de mutantes
morfolégicos de conidia¢3o amarela (am) e numa segunda irradlag3o, ob-
teve-se um mutante auxotrdéfico com requisito nutrictional para pirido-
xina (pir), o qual se mostrou bastante estdvel. A linhagem ¥F-84 na
primeira irradiac3o, apresentou mutantes com pigmentac3o amarela, e na
irradta¢®o seguinte, foram obtidos mutantes para cor wvioleta (vio).
Uma outra irrad!{acg3%o do mutantes F—B4‘vio, resultou em 3 mutantes para
tiamina (t!la), &cido nicotfnico (nic) e &clido p-aminobenzéico (pab),
o8 quais se desenvolveram muitc bem em meio completo e nd3o apresenta-

ram crescimentc algum em meic minimo.



Tabela 1-

Porcentagem de sobrevivéncia de M.

anisopl|ae,

linhagem E-9,

ultra-violeta.

TEMPO DE IRRADIACXO

(UvV) EM MINUTOS

NYMERO DE CONfDIOS

SOBREVIVENTES

L7

anigopliae var.

apds tratamento com lu=z

PORCENTAGEM DE

SOBREVIVENTES

12

15

220
140
59
17

13

100,00
63,63
26,82

7.72
5,80

0'45
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Tabela 11- Porcentagem de sobrevivéncia de M. anigopliae var.
anizeplliae, linhagem F-84, apds tratamento com lur

ultra-violeta.

TEMPO DE IRRADIACXO NUMERO DE CONfDIOS PORCENTAGEM DE
(UV) EM MINUTOS SOBREVIVENTES SOBREVIVENTES

o 446 100,00

4 . . . . . . . . . . . . 248 « + - -+ . . . 55,61

6B . . . . . . . .. .. 0133 L. .. ... .. 29,82

8 18 4,04

10 . . . ... L L. L. 4 . .00 0 L. 0,90
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FIGURA I- Curvas de sobrevivéncia das linhagens E-9 e F-B&4 de

Metarhizium snisopliae.
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linhagem selvagem

F-84 confdios verdes
{

irradi{acdo UV I

amarelo amarelo amarelo
| | |
irr.Uv | irr.Uv | irer. .UV |
I | |
violeta violeta violeta
| 1 !
frr.uv | ilrr.UV | irr.uv |
{ f I
tia nic pab
Legenda: pir - piridoxina
tia - tiamlpa
ntc - acido ntcotfinico
pab ~ acido p-aminobenzdéico
Figura I1I

linhagem selvagem
E-9 confdios verdes
|
irradiagdoc UV I
)
|
amarelo
I

irr. UV |

pir

50

Passos seguidos para obten¢3o dos mutantes morfoldgi-

coe @ auxoirdficos de M.

anisopliae,

empregando-se

luz ultra-violeta (UV) como agente mutag&nico.

a
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4.3- Teste de reversio.

Os mutantes obtlidos descritos no ftem 4.2, foram en-

saladogs para verificag¢3co da estabilidade de suas marcas nutricionals e
morfoldgicas, para que pudessem ser usados com seguranga na sequéncia
do trabalho. A frequéncia de revers¥c espont3nea para as marcas, estd
na Tabela 111.
Tabela 111- Frequéncia de revers¥o dos mutantes E-9 am-pir,

F-84 vio-tia e F-84 vio-nic.

HUTAHTES FREQUENCIA DE REVERSXZO EM lds CONTDIDS
E-9 amarelo-pir <1
F-84 violeta-tia <1
F~-84 viocleta-nic < 1

4.4~ Teste de complementaglo.

Ds resultados do teste de complementac%o para cor dos
mutantes, F-84 vio-tia, F-84 vio-nic e E-2 am-pir, encontra-se na ta-

bela IV. D mutante E-9 vio-tia foi utilizado como controle.
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Tabela IV- Teste de complementag¥o de pigmento dos confdios dos
mutantes F-84 vio-tia, F-84 vio"nic,‘f—g am-pir e
E-9 vio-tia.
LINHAGEHM COMPLEMENTACKXO COMPLEMENTACXOD
MUTANTES AUSENTE PRESERTE
F-84 vio-tia % E-8 am-pir X
F-84 vio-nic x E-9 am-pir X
F-84 vio-nic x F-84 vio-tia X
E-9 am-pir x E-9 vio-ttia X
Legenda: vio- violeta

am - amarelo

4.5- DObteng%o do heterociario

Os mutantes obt{dos foram ensalados para a formagdo
do heterocirio conforme descrito no ftem 3.4.5. As |inhagens usadas
para este evento foram E-9 am-pir x F-84 vio-tia e E-9 pir x F-84 vio
nic. Apds inoculag¥o, a preparag3o fol incubada a 28'C. Transcorridos
10 dias, quando as pelfculas heterocaridticas apresentavam-se bem de-

senvolvidas, foram transferldas para melo mfinimo onde houve a formag¢3o

de setores de colorac¥o amarela e violeta.
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4.6—- Obtenc3o0 dos dipldides

Dos setores obtidos e das bordas da colbnias que se
desenvolviam das pelfculas heterocaridéticas, preparou-se uma suspensio
de confdios com aproximadamente 107 a2 10%® confdios por ml. Alfquotas
desta suspens3o foram transferidas para placas de Petri com meio mfni-
mo e apds crescimento das coldnias prototréficas com pigmentac¥o de um
dos parentais, seus confdlos foram novamente suspensos em tween 80,
dilufdos apropriadamente e semeados em meio mfnimo e meio completo pa-
ra verificac¥o da prototrofia dos possfveis dipléides. A Tabela V mos-

tra os resultados obtidos.

4.7- Haploidizagdo dos diplétdes

Foram utilizadas duas subst8ncias para haploidizac3o,
Cloroneb (1,4-dicloro-2,5-dimetoxibenzeno) e Benlate (metil-1-butil,
carbamoil-2-carbamato de benzimidasol) sendo que a primeira foi mais
ef iciente na forma¢do dos setores hapléides.

Os spetores obtidos com MC + Cloroneb, apresentaram
morfologia diferente da encontrada em outros setores de outras linha-
gens, (Figura I111).

0O nuimero de setores analisados, bem como o gendtipo

dos segregantes encontra-se na tabela VII.
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Tabela V- Crescimento de col&nias que se desenvolveram em meio
completo e em melo minimo, oriundas de col&nias hete-

rocaridticas que cresceram em meio minimo.

NSYMERO ESPERADO NUMERO DE COLBNIAS

POSSIVEL DIPLSIDE DE COLOSNIAS DESENVOLVIDA EM:

MM MC

F~-84 vio-tia // E-9 am-pir 114 123 120
114 131 137

F-84 vio-nic // E-9 am-pir 124 129 142
113 119 126

A constitui¢¥o dos dipldides das diferentes linhagens

eatd¥o relacionados na tabela VI abaixo, sendo que o dipléide F-84 vio-

tia//E-9 am-pir fol denominado de D-3 e o outro F-84 vio-nic//E-9 am-
pir de D-5.
Tabela VI- Constitui¢¥o dos dipléides obtidos.

CONSTITUICXD DO HETEROCKRIO

DIPLSIDE HETEROZIGOTO

F-B4 vio-tia + E~-9 am-pir

F-84 vio-nic + E-9 am-pir

-— —_— e

F-84 vio-tia // E-9 am-pir

F~84 vio-nic // E~-9 am-pir
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Figura 111

Setores irregulares obtido pela haploidiza¢¥o do

dipléide D-3.
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Tabela VII- Setores analisados e gendétipos dos segregantes dos
dipléides F-84 vio-tia // E-9 am-pir e F-84 vio-nic
// E-9 am-pir.
DIPLSIDES NUMERO DE GENSTIPO SEGREGANTES
SETORES AMARELO VIDLETA
vio-tia//am-pir (D-3) 33 tia pir - -
tia + - 11
+ pir 22 -
+ + - -
vio~nic//am-pir (D-5) 61 nic pir - -
nic + - 38
+ pir 23 -
+ + - -
4.8- Produ¢lo de destruxinas
Para produc¢do das destruxinas seguiu-se a metodologia
cltada nos ftens 3.5 e 3.5.1, que consistiu na andlise das |inhagens

selvagens, mutantes, dipldides e segregantes em cromatografia de cama-
da delgada (CCD), bem como em espectrometria de massa.

Dos segregantes foram escolhidos alguns setores para
andllse de cromatografia, cuja denominag3oc & a seguinte: S/B-2, 5-3,

5-9, S/B-1a e 5/B-1b; todos de cor amarela e origindrios da haploldi-
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zagc¥o do dipléide D-3. Do dipldide D-5 fol escolhido o setor S-1 de
cor violeta.

Pelos cromatogramas pode-se observar as manchas da
degtruxina A, obtidas das aplicacBes dos extratos das linhagens estu-
dadas. Oe Rf, foram dados pelo quocliente entre a dist@ncia percorrida
pela substncia em quest3oc e a distlnclia percorrida pelo solvente. As
manchas apresgentaram véarlos tamanhos, quando comparadas com o padrdo
E-9, (figuras IV a VIII). A Tabela VIII mostra os Rf das !inhagens
selvagens, mutantes, dipldides e segregantes, assim como as Filguras IX
a XXI, apresentam os resultados da espectrometria de massa dos extra-

tos das linhagens selvagens, mutantes, dipldides e segregantes.
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Tabela VIII-

SELVAGENS

E-9

F-84

F-9 am-pir
F-84 vio-tia

F-84 vio.nic

s/B-2

§-3

5-9

S/B-1a

S/B-1b

63

Rf da destruxina A dos extratog das linhagens selva-
gens, mutantes, dipléides e segregantes comparadas

com o padr3o E-9, cujo valor & 0,50.

Rf DIPLSIDES Rf
0,50 D-3 0,49
0,57 D-5 0,49
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5~ DISCUSSXD

5.1- Sobrevivéncia 3 luz ultra-violeta

A utilizag3o da 1uz ultra-violeta para obten¢So de
mutantes em microrganismos é de grande valia, uma vez que este agente
causa mutagdo génica e n¥%o acarreta danos significativos nos cromosso-
mos, como acontece com os outros mutagénicos ff{slcos. Possul poder de
penetracdo menor que o dos rajos X e sua absorg¢3o pelo DHNA ocorre no
compr imento de onda de 25404, Em fungos, especialmente M. anisopljae,
varios autores vém utilizando a luz ultra-vicleta com grande suceaso
na obteng¥o de mutantes, (TINLINE, 1971; MESSIAS, 1977 e 1979; SILVE]-
RA, 1982 e SILVA, 1985).

Ho presente trabalho, duas linhagens de Metarhizium
anigoplliae E-9 e F-84 foram submetidas 3 a¢3o da luz ultra-violeta. 0=
dados obtidos possibilitaram tragar curvas de sobrevivéncia gue mos-
traram para a linhagem E-9, uma LD-395 de 12,9 minutos e para a F-84,
uma LD-95 de 7,8 minutos, segundo metodologia proposta de BARACHO e
ROSIM (1977).

Deste, modo verificou-se uma diferenca na sensibili-
dade & ac¢¥0 da luz ultra-viocleta da linhagem F-84 em relag3oc a |inha-
gem E-9, sendo que os resultados da linhagem F-84 diferem também dos
resultados obttdos por MATOS (1983), que observou a LD-95 e a LD-50 de
7 isolados, dentre eles a linhagem F-84, obtendo uma LD-95 de 11,8 mi-
nutos.

Um outro aspecto com relag®o a sensibilidade das 1i-

nhageng, refere-se a suas origens, sendo uma delas (F-B4) orlginéiria
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dos Estados Unidos enquantoc que a outra (E-3) & proveniente do Estado
do Espfrito Santo, no Brasgil. J

CORREA (1983), testou varios isolados de N. apliso-
rliag. quanto a reslsténcla a luz ultra-violeta "solar” oem dlferentes
solos de diferentes texturas e verificou também a existéncia de varia-
bilidade entre elas.

Por outro lado, nos resultados obtidos por MATOS
(1983), as LD-95 das linhagens E-9 e F-84 est¥o préximas: 12,3 e 11,8
minutos respectivamente, e ambas s%o oriundas de locais diferentes. A

propor¢3%o de confdios binucleados da llnhagem E-9 (5%) pode ser uma

das causas da resisténcia a luz ultra violeta.
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5.2~ Andllise dos mutantes

Pode-se observar nos resultados apresentados no ftenm
4.2, que os mutantes morfoldgicos obtidos foram de cor amarela e vio-
leta. Estes mutantes foram os que se mostraram mais estdveis, enquanto
que os demals eram micelials e com pouca estabilidade na cor dos conf-
diog. Outroe ainda, quando irradiadog numa segunda vez, revertiam suas
marcas, e por 1sso os mutantes que apresentavam estes fatores foram
descartados.

A frequéncia de mutantes morfoldglicos obtidos foi
major que a dos auxotrdéficos, (LUGLI, n%o publicado). Isto talvez seja
devido & maijor facilidade de isolamento, uma vez que a selec¥o é feita
visualmente, enquanto gque na obtencglo dos auxotrdéficos, & necessarlio
a andlise de centenas de colbnias.

A dificuldade na obtenc¢¥o dos mutantes morfoldgicos
fol malor na linhagem F-84, por que esta sempre mostrou comportamento
"flufy”, mesmo no estado selvagem, e quando irradiada, o aparecimento
de coldnias "flufy” fol ainda maior. Além disso, algumas delas mostra-
ram alteracl3o na pigmentac¥do dos confdios quando passadas de um meio
para outro. No entanto pode-se obter viérios mutantes morfoldgicos.

Com relac8oc aos mutantes auxotrdéficos obtidos com
irradiac¥o ultra-violeta, quase a totalidade deles mostrou requisitos
nutricionals para vitaminas. Em contraste SILVEIRA (13882), utilizando
o mesmo agente mutagénico e a técnica de enriquecimento por flltrac3o
(FRIES, 1947) para obtenc%o de mutantes auxotréficos das linhagens RJ e
E-6 de M. anisopljiae, obteve malor numero de mutantes nutrictionais pa-

ra aminodcidos e dacidos nucléicos do gque para vitaminas. Isto se deva
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talvez ac fato de que pode haver tragos de vitaminas liberadas no melo
(MM) pelo crescimento de-prototrdflcos, o8 quais favorecem o cresci-
mento dos mutantesg auxotrdéficos para esse requisito nutricional, prin-
cipalmente para biotina, ao passo que com a técnica de isoclamento to-
tal a obten¢¥o dos auxotrdéficos n¥o sofre a infiu&ncia da metodologia.

Na linhagem E-9 a obten¢%o tantc de mutantes morfold-
glcos como de auxotrdéficos foi mais facil, uma vez que as colbnias se
apresentavam bastante vias(vels e de facil Isolamento, e esta |inhagenm
J& se mostrou apropriada para estudos genéticos anteriores (MESSIAS,
1979). Tendo em vista a estabilidade deasta linhagem, outros pesqulisa-
doreg procuraram utilizar tal cepa para trabalhos tais como: a deter-
minacBo de &dcidos graxos (PUPIN e col1.1984), utilizag%o em bio-ensaios
(MESSIAS e col. 1986) e a determinagBo de suas caracterfsticae eletro-
foréticas (DE CONTI e col. 13980).

Para linhagem F-84, a qual teve-se dificuldade na
obtenc%o dos mutantes, sugere-se que sejam utilizados outros agentes
mutagénicos como por exemplo os mutagénicos quimicoe dada a importan-
cla da mutag¥o para estudos genéticos.

Uma wvez obtidos o mutantes, estes foram ensatados
para veriflcag¥do da reversdo de suas marcas morfoldgicas e nutricio-
nais. A frequé&ncia de reversfo em 10® confdios analisadas fol menor
que 1, este resultado fol satisfatério pols demonstrou a establilidade

dos mutantes.
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5.3- Anédlise dos heterociarios

A heterocariose & um evento estudado em multas espé-
cles de fungos, como demonstrou os trabalhos de PONTECORVD e col.
(1953), com A. nidulans, BUXTON (1956), com Fusarium oxysporum e TIN-

LINE e NOVIELLO (1971) com M. anisopliae. Ela possibilita a combinac3o
de caracteres hereditirios de duas linhagens auxotréficas, fazendo com
que mnicleos distintos permanegam num mesmo citoplasma, através do pro-
cesso de anastomose entre hifas ou entre esporos ou ainda entre tubos
germinattvos. A migrag3o de niclecs de uma hifa para outra, pode re-
sultar na fus¥o dos mesmos, tendo como consegquénclia a formag¥o de um
dipldide.

Em M. anisopliae, o fenbmeno de heterocariose ji foi
descrito por virios autores. MESSIAS (1979) e MESSIAS e AZEVEDD
(1880)>, obtiveram heterocariose em todos os mutantes utilizados, os
quais eram originirios de uma mesma linhagem de M. anisopliae o que
pode ter facilitado o processo heterocaridtico.

SILVEIRA (1982), também obteve heterocarios entre
vadrios mutantes deste fungo, exceto no cruzamento E-6 x RJ. Contriario
a2 este resultado LUNA (1985), obteve heterocirios entre estas 1inha-
gens, além de outras diferentes entre si.

No presente trabalho, as duas linhagens envolvidas
(F-84 e E-9), resultaram da formag¥o de pelfculas heterocariéticas,
cuja colorac¥o dos confdios fol igual a um dos parentais (E-9). Este
resultado difere do obtido por MESSIAS e col (13979), onde a coloracfo

dos confdios heterocaridticos obtida fol! verde, devido a complementa-

¢¥0 das marcas para a cor amarela e branca dos mutantes utilizados.
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0 estado heterocaridético pode ter comc consequéncia
a formac%o de confdios dipldides, ou heterozigdéticos @ a seguranga gue
se pode ter em relag3o a estes diploides, é dado pelos seguintes fato-
res:
1- 0Os confdios dos mutantes auxotrdéficos n3do se desenvolvem em meio
minimo;
2- 0Os canfdlos dos mutantes uninucleados no caso particular de M. ani-
gopliae, n3o transmitem a condigBo heterocaridtica:
3~ A revers3o para prototrofia pode ser eliminada uma vez que testes

de revers¥o fol felto anteriormente e serlam necessiarias variag rever-

sBes para seu desenvolvimento em meio mfinimo.
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5.4- Andlise dos dipldéides

A partir das pelfculas heterocaridéticas, foram fel-
tas suspens8es de confdios de 107 a 108 por ml e plaqueadas em MM. De-
corrido o tempo necessirio para o desenvolvimento apareceram col8niae
que apresentavam colora¢¥o de um dos parentais (amarela) e que possi-
velmente eram prototrdficas. Destas colbnias, novas suspensBes de co-
nidios foram feitas e quantidades conhecidas foram plaqueadas em MM e
em MC para verificar a capacidade de germinag¥o dos confdios nestes
melos. Foram obtidas colbnias prototréficas em MM o que permitiu a se~
lec#o dos dipldides heterozigéticos, n3Eo havendo o aparecimento de co-
18nfas do tipo parental, (Tabela V). Morfologicamente n%o fol possfivel
observar a prototrofia, mas esta pode ser confirmada pela baixa fre-
quéncia de revers¥o conforme Tabela IIl, apresentada pelos mutantes
que entraram na sfntese dog dipldides.

A falta de observaglo nos dipldides de pigmentag3o
verde como comumente encontrado em outros fungos filamentosos, e mesmo
em linhagens de M. anisopliae (MESSIAS, 1979; AL-AIDROOS, 1980}, tal-
vez seja devido 3 auséncia da enzima p-difenol oxidase (lacase) a qual
é produzida durante a esporulagBio, no cruzamento dos mutantes. CLUT-
TERBUCK (1972), estudou esta enzima em A. nidulang, cuja auséncia fot
observada nos mutantes de colorac¥o amarela, e observou também, a ag¥o
desta enzima em varios substratos. Experimentos feitos pelo método de
"cross—feeding”, revelaram que a enzima pode migrar de uma col8nia pa-
ra outra. Segundo o autor uma explicag¥o simples & possfvel: se o plg-

mento do confdio estiver situado fora da membrana celular, a enzima

pode alcangar e atuar nos precursores do pigmento do outro confdio,
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seem ter que atravessar nenhuma outra membrana, em outras palavras a
enzima sob determinadas condicBes ﬁbde-sa difundir da col!8nia de tipo
selvagem para colbnia mutante amarela e atuvar para dar confdios ver-
des.

Testes deste tipo foram feitos com mutantes E-9 am-
plr e F-84 vio-tla, F-84 vio-nlc e E-9 vio-tia, tendo em vista a seme-
lhanga de investiga¢¥o do mecanismo de produc3o de pigmento com o de
Aspergillus nidulans. Os referidos mutantes quando submetidos aoc teste
de "cross-feeding”(Tabela 1V), n%o mostraram complementac¥o de pigmen-
to. Apenas um deles E-9 vio-tia, mostrou complementag3o de pigmento
com seu adjacente E-9 am-pir. Deste modo, estes mutantes quando cruza-
dos apresentavam morfologia de um dos parentals (amarelo), n%¥o havendo
a formagdo da cor verde no heterocdrio e nem ﬁos dipléides. Assim po-
de-se sugerir que estes mutantes, com relag3oc a enzima p-difencl oxl-
dase ou lacase, com excec¢¥o do E-9 vio-tta, nlo a produzem, ou esta
n¥o tem afinidade para com estes mutantes, n¥o havendo interag3oc com
og substratose produzido pela linhagem adjacente, ou talvez esta enzima
nio seja ativa devido a bloquelos em pontos diferentes na mesma via de
sintese.

Os dipldides obtidos, listados na Tabela V1, apre-
sentaram morfologia {(cor?) parecida com um dos parentais E-S mutante
amarelo. Tals dipldétdes comportaram-se em MM de maneira instavel, com
colBnias bem compactas, possulndo colorac3c amarela levemente clara
quando comparado com o parental E-9 am-pir.

MAGOON e AL-AIDRODS (1984}, cruzaram duas |inhagens
(N-1A-3 e R-1D-1.1) de M. anisoplliae com grande dificuldade, obtendo

um dipldide cuja colbniz eram morfologlicamente diferente da matforia

dos dipldides obtidos mostrando um padr%o anormal de segregagdo.
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C tamanho dos confdios n3o diferiu entre as 1inha-
gens hapldides e as dipldides, resultado semelhante encontrado por
MESSIAS (1979) e AL-AIDRDODS (1980), n3o havendo possibilidade de dife-
renclag¢do entre o8 hapldtdes e os diplédides. PAPA (1973), observou
também em A. flavus,que o tamanho dos confdios (difmetro 4p) das cold-
nias hapldide e dipldide, n¥c serviu como critério para diferenciar a
linhagem hapldéide da dipléide. Por outro lado, BERGERON e AL-AIDRODS
(1982), MAGOON e AL-AIDROOS (1984) puderam observar que o tamanho dos
confdios serviu para confirmar a itdentificag¥o do dipldéide, de 1I1inha-
gem de M. anisopliae.

Ambos os dipldides obtidos no presente trabalho fo-

ram prototrdflicos, iIndicando assim a recessividade das marcas para

auxotrofia,.
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5.5- Andlise dos segregantes

Os dois dipléides obtidos produziram 94 getores.
Destes, alguns surgiram espontaneamente em MC, sem a necessidade de um
agente haploidizante. Fot utilizado o Cloroneb para induzir a formac¢Ho
de setores numa concentrag¥o de 150ng/ml o que fol suficiente para
fornecer setores haploides e recombinantes em MC, suplementado com o
fungicida.

Da totalidade dos setores, 33 ortginaram-se do cru-
zamento dosg mutantes F-84 vio-tia e E-9 am-pir, sendo que 11/33 foram
violetas, e 22/33 foram amarelos.

Do dipldide origindrio do cruzamento F-84 vio-nic e
E-9 am-pir, foram isolados 61 setores, sendo 38/61 violetas e 23/61
amarelos, amboe parentais, n¥o fol poesivel o obtengBo de nenhum setor
recombinante deste cruzamento. Esta ausé&ncia de setores recombinantes,
poderia, segundo MESSIAS (1979), ser devida ac pequeno numero de gru-
pos de llgac¥o que o fungo M. anigopliae possui, aparentemente n%o ha-
vendo mals que 4 cromossomos. BERGERON e AL-AIDROOS (1982), observa-
ram 5 grupos de ligag3o para este fungo.

A morfologia dos setores nos dipléides (Figura 111)
foi diferente dos comumente observados por diversos autores, princi-
palmente quando as col&nias eram crescidas com meio seletivo haploidi-
zante (MC + Cloroneb).

Quandoe o dipldide amarelo ¢ inoculado, ocorre i{ni-
ctalmente um crescimento amarelo no centro da col8nia, surgindo a sge-
gulr setores violetas, que com o passar do tempo tomam toda a col8nia

e na periferia aparecem os setores amarelos de maneira Irregular e es-
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parcos. Essa irregularidade na formacg3c dos setores pode ser dada pela
instabllidade dos dipléides. Um dos dipldides obtido por MAGOON e AL-
AIDROCS (1984) produziu confdios pardos na perifertia.

Outro agente haploidizante fot utilizado, o Benlate,
mas melhor resultado fol obtido com Cloroneb. De maneira diferente,
BERGERON e AL-AIDROOS (1982}, utilizaram deste fungicida para isolar
getores de seus dipldéides, obtendo um aumento na haploldizagdoc de 5 a
10 vezes com seu uso.

AZEVEDD e col., (1977), verificaram a instabilidade
mitética e a resisténeclia aos fungicidas Cloroneb e Vitavax, em linha-
gens de A. nidulans. Comentam os autores, que o Cloroneb produziu um
aumento no nimero de setores principalmente hapldéides, e sugerem que o
Cloroneb por favorecer o pareamento, aumenta a frequénclia de n3o dis-
Jun¢3o responsiaveis pela haploidizag3o. Citam ainda, que houve um pe-
queno aumento na frequéncia de "crossing over” somdtico nos dipidides
tratados com este fungicida.

A n3o obten¢dc de recombinantes, pode ser devida ao
uso do Cloroneb como agente haploidizante, uma vez que aparentemente

este fungicida aumenta a frequéncia de setores parentais.
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5.6- Destruxinas

As linhagens selvagens, mutantes, dipléides e segre-
gantes foram ensaladag para produ¢3o de destruxinas, conforme metodo-
logia proposta por ROBERTS (1969), descrita nos ftens 3.5 e 3.5.1, as
amostras foram cromatografadas em cromatografta de camada delgada e
gasosa acoplada ao espectrb&metro de massa (GC-MS).

As corridas em CCD foram acompanhadas com o padr3o
da linhagem E-9 da destruxina A, (Rf 0,50), que fot comparado com to-
dos os extratos das linhagens em estudo. A maioria dos extratos tive-
ram Rf préximo ao padr3o 0,50, com exceclo da linhagem selvagem F-84 e
um dos mutantes F-84 tia, que tiveram Rf acima do pedr%o, 0,57 e 0,56
respectivamente. Este Rf mais alto talvez n%o seja correspondente a
destruxina A e sim a destruxina B. KAIJIANG e ROBERTS (1986) wutiliza-
ram em seu trabalho uma mistura de destruxina A e B da linhagem F-84
como padrdo, cujog Rf eram 0,52 para A e 0,61 para B.

Um dos setores 5-1 do dipldide D-5 mostrou Rf benm
abaixo do padr¥o. Talvez seja devido & dificuldade na purifica¢Bo da
amostra, o que poderia permitir a presenga de impurezae dificultando o
carreamento da subst8nctia.

ROBERTS (19869), extraiu destruxinas de M. anisopliae
variedade anjgopliae, e verificou que uma das fragBes coletadas de
destruxina produziu 5 manchas, estas foram eluidas em 0,5 ml de &gua e
injetadas em larvas de G. mellonella. Destas manchas 2 com Rf mals
balxo n%o foram tdxicas, uma intermedidria induziu espasmo muscular
seguido de 3 minutos de paralisia tet8nica, e as duas udltimas induzi-

ram paralisia teténlica.



Al gl
*

P

89

No caso do setor originario do dipldéide D-5, sugere-
se que seja injetado em {nsetog, para que se possa verificar o grau de
patogenicidade da destruxina contida nele, se realmente & uma destru-
¥ina ou resultado de interagfo de outras substfnclas.

KA1JIANG e ROBERTS (1986), observaram que a maioria
do materlal extrafdos do micélic e de flltrados de cultura de linha-
gene de M. anisopliae variedade major originadas de varias partes do
mundo, era constitufda de Slecs, que se mostravam téxicos para larvar
de G. mellonella quando Injetadas na hemocela, sendo que estes extra-
tos continham no mfnimo 5 diferentes substincias detectdveis pela CCD.
Os autores sugerem que na ausé@ncia da destruxina, o &éleo tem um impor-
tante papel tdéxico para guperar o hospedeiro. Deste modo, sugere-se
também que todas as linhagens estudadas sejam testadas em (insetos,
comparando-se assim o© grau de patogenicidade quanto as destruxinas
produzidas, bem como ocutras substfnclas.

Além dos testes em placas de cromatografia planar as
linhagens foram submetidas & espectrometria de massa. A presenga das
destruxinas A e B fol dada pelas frag8es 576,7-577,6 e 5982,7-593,6
respectivamente.

Pelos resultados obtidos, nos mutantes pode-se per-
ceber que apesar das irradia¢Bes sofridas, n%o houve altera¢¥o na pro-
dug¢do das destruxinag, permanecendo os mutantes iguais aos selvagens.
Nos dipléides observou-se também a ocorré@ncia dos dols tipos de des-
truxinas.

Nos segregantes, a ocorréncia de destruxinas foi se-

melhante as linhagens parentals, exceto para os segregantes S/B-1a e

5/B-1b origindrios do dipléide D-3, onde n%o fol possfvel a verifica-
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¢330 da presenca das destruxinas B e A e B respectivamente. Esta n3o
ocorré&ncla de destruxinas nestes setores talvez se deva a perda de ca-

da uma das linhagens na capacidade de produc¢3o de destruxinas A e B,

devido a hapleoidizag¥o.
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6-CONCLUSXO0

De acordo com os resultados obtidos e discutidos,

segulntes conclus8es foram tiradas:

Oz mutantes auxotirdficos e morfoldédgicos obtidos através da luz ul-
tra-violeta, n%o apresentaram alterag¥o na produ¢¥o das destruxt-

nag.

Os mutantes derivados das )linhagens estudadas n%o apresentaram pro-
duc¥o de lacase, © que n¥o permitiu a complementag¥o e consequente-

mente o aparecimento da cor selvagem (verde) nos dipldides.

Fotl possfvel a ocorréncla de fus¥%o de hifas, heterocariose e di-

ploidia entre linhagens diferentes.

Os setores obtidos apresentaram morfologla diferente da comumente

observada em outras linhagens.

Todas as linhagens selvagens, mutantes e segregantes demonstraram
em cromatografia de camada delgada, Rf préximos do padr¥o 0,50 da

linhagem E-9, demonstrando-se assim a produ¢¥c das destruxinas.

Sugere-se ser de grande import8ncia a anilise de espectrometria de

masga para a confirmag3oc da ocorré&ncia das destrux!inas.
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2 7- RESUMO

0 objetive do presente trabalho fol reunir duas 11-
nhagens diferentes de Metarhizium anisopliae, & através do ciclo pa-
rassexual obter dipldides e segregantes, os quais pudessem ser estuda-
dos quanto a produ¢dc de destruxinas, uti{lizando-se de cromatografia
de camada delgada (CCD) e gasosa, sendo esta dltima acoplada ao espec-
trémetro de massa (GC-MS). Para isto foram utilizadas duas ]inhagens:
uma de origem norte-americana (F-84) e a outra brasileira (E-9). Estas
foram submetidas & ac30 da luz ultra-violeta, de maneira a obter-se
mutantes morfoldgicos e auxotrdficos. |

Os mutantes obtidos foram: E-9 am-pir, F-84 vio-tia
e F-84 vio-nlc, os quais apresentaram-se bastante estdveis com uma
frequéncia de revers¥o menor que 107 confdios.

Testes de complementaclo de pigmentos dos mutantes
foram conduzidos e pode-se verificar que os mesmos n¥%o produzem a en-
Zzima lacase, que tem acg¥oc na formag¥o do pigmento selvagem, e assim
sendo os dipldides n¥o apresentaram pligmentaglo verde. Us dipldédes fo-
ram formados dos cruzamentos de E-9 am-pir x F-84 vio-tia e E-9 am-
pir x F-84 vio-nic. Ambos apresentaram colorag¥o de um dos parentais
(amarelo); estes foram haploidizados com Cloroneb (150ug/ml), surgindo
setores amarelcos e violetas de formateo irregular.

Para as destruxinas, foram utilizados o8 extratos
das linhagens selvagens, mutantes, dipldides e segregantes, que foram
cromatografados em CCD, apresentando um Rf préximo ao padrde 0,50. Um
deles demonstrou Rf abaixo do padr3o, (0,44). Na espectrometrta de

masga, os fons formados determinaram a presenga das destruxinas A e B
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dada pelas fragBes 576,7-577,6 e 592,7-593,6 respectivamente. Todos
o8 extratos das linhagens analisadas produziram destruxinas, com exce-
¢330 de dois segregantes S/B-1a e 5/B-1b, em cujos extratos n3o foram

encontradas as duas destruxinas B e A e B, respectivamente.
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8- SUNMNARY

In this work the main object was the study of
destruxine production, by diploids and segregants obtained through
parasexual cycle in Metarhizium apisopliae.

The two parantal strains uttlized were E-9 (Brazil)
and F-84 (USA), which after induction with UV-radlation produced
conidial color and auxotrophic mutants. The mutants E~9 am-pir, F-84
vio-tia and F-84 vio-nic were utilized because they showed a reversion
frequeﬁcy of auxotrophic markers lower than 1078 conidia

The diplcids isolated (E-9 am-pir x F-84 vio-tia
and E-8 am-pir x F-84 vio-nic) were all yellow conidiating and showed
yellow and violet irregular segregants on Chloroneb (150ng/ml). As
only yellow conidia diploids vere isolated it can be suggested that
they are not able to produce laccase, which is the enzyme responsible
for wild type (green) pigment formation. Additional tests for laccase
production were made with color mutants growing together in a same
Petri dish and it could be deduced that laccase was absent.

Destruxins were analyzed by Thin-layer chromatogra-
phy (TLC), showing Rf close to the pattern 0,50 and gas chromatography
combined with masa spectrography. The mass spectrography showed the
the presence of destruxing A and B by ions formation in fractions
576,7-577,6 and 592,7-593,%6 respectively.

One of them showed Rf below to the pattern (0,44).
Mass spectrography showed the presence of the destruxin A and B by
fractions 576,7-577,6 and 592,7-593,6 respectively. All the strains
analysed produced destruxins, but the sectors S/B-1a and S5/B-1b, which

extracts didn't have destruxins B and A and B, respectively.
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