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1. INTRODUCAO

A crescente resisténcia dos insetos aos insetici-
das quimicos, os efeitos residuais e a poluigdo ambiental
gue ©0s mesmos provocam, permitiram gue o controle bioldgico
de pragas assumisse atualmente uma importdncia relevante .
Dentro deste tipo de controle estdo incluidos os entomopato-
genocs e, estes sdo representados por virus, bactérias, fun-
gos, protozoarios e nematdides.

Microorganismos entomopatogénicos formam um imppr~
tante grﬁbo de agentes gque tem sido utilizados como insetici
das microbiancs e, nos 1ltimos anos, varios deles alcangaram
sucesso no controle de populagbes de insetos pragas. Dentre
os entomopatdgenos, o emprege do fungo Metarhizium anisopliae
surge como mais uma alternativa promissora para ser utiliza-
da neste tipo de controle.

O fungo M. anisopliae @ considerado entomopatogéni
cO para um largo espectro de hospedeiros, pois segundo VEEN
{1968) e FARGUES et alii (1975) pode infectar cerca de 204
espécies de insetos. No Brasil, ele vem sendoc usado no con -
trole das cigarrinhas da cana-de-ag¢lcar (GUAGLIUMI} 1970) .
especialmente no Nordeste e, mais recentemente, tem sido uti
lizado no combate a cigarrinhas de pastagens (ALVES, 12882) .
Esse microorganismo também possui grgnde potencial-no contro
le de insetos hematdfagos como mosqguitos Aedes sp, Anopheles

sp e Culex sp (DAQUST & ROBERTS, 1982) e triatomineos Tria-



toma sp, Panstrongylus megistus e Rhodnius prolizus (MOURA
COSTA, 1975 e 1978; MESSIAS et alii, 1980 e SHERLOCXK &
GULITTON, 19825, assim como para moscas-de-frutas Ceratitis
capitata (GARCIA et alii} 1984, 1985).

0Os fungos entomopatogénicos consegqguem infectar os
insetos por penetracdo através da cuticula do hospedeiro '
num processo mecinico-enzimatico, como salientam varios auto
res, havendo raras excec¢fes em gque a infec¢ao ocorre por in-
gestado (SCHABEL, 1976). A producdo de enzimas extracelulares
por esses fungos, tais como lipase, protease e qguitinase, de
ve ser importante no processo de patogénese, principalmente
no que se refere a penetracdo e invasdo do corpo do hospedei
ro pelo fungo. Apesar do reconhecimento da importédncia des-
sas exoenzimas, os trabalhos referentes a viruléncia e ativi
dade enzimatica em diferentes fungos entomopatogénicos tem-—

se revelado controvertidos, talvez em funcac da grande di-
versidade dos hospedeiros e/ou linhagens de patdgencs empre-
gadas.

Em vista dos exposto, procurou-se estudar duas li-
nhagens selvagens de M. antsopliae variedade anisopliae, com
os seguintes objetivos: 1) verificar a ocorréncia das enzi-
mas extracelulares amilase, lipase e protease; 2) utilizar a
radiagio ultravioleta na obtengdo de mutantes que nao produ-
zam estas exoenzimas e isolar, em seguida reversoces dos mu-
tantes; 3) caracterizar os isolados do ponto de vista citold
gico e eletroforético das isoenzimas para c-esterase; 4} rea
lizar bioensaios destas linhagens selvagens, assim como de
seus mutantes e revertentes a ninfas de 39 estadic de Rhodnius

prolixus em regime de fome.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Aspectos bioldgicos de Metarhizium anisopliae

2.1.1. Classificacao, descric¢ao e caracterizacdo

O fungo Metarhizium anisopliae pertence a classe
Deuteromycetes, ordem Moniliales, familia Mbniliaceae e con
forme cita VEEN (1968), foi isolado pela primeira vez por
METSCHNIKOFF em 1879 a partir de um besouro Anisoplia aus-
triaca, aéndo~lhe o nome de Entomophthora anisopliae, € pos-
teriormente, em 1880, o mesmo autor o denominou de Isaria
destructor. VEEN (1968), também relata que SOROKIN (1883) ,
© classificou como Metarhizium aniscpliae e, embora varios
autores atribulissem diferentes nomes a ele, provavelmente re
presentavam o mesmo fungo.

Foi descrito por BARON (1968) como apresentando
um corpo de frutificacao semelhante a um esporoddgquio, assim
denominado por LATCH (1965), agregado a hifas entrelagadas ,
contendo uma massa compacta de conididforos que se apresen -
tam simples ou ramificados, resultando cé&lulas denominadas
de fiélides e, dessas, originam os fialbsporos, de forma ci-
lindrica, que nio sdo septados, hialinos ou pigmentados pro-
duzidos em cadeias. | .

A maior parte dos autores éoncorda que a temperatu

. . . . o
ra para o crescimento de M, anisopliae se situa entre 25 e
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30°C, sendo os pontos minimo e maximo para o crescimento de

e 350C, respectivamente (LATCH, 1965).

7

0s extremos de pH para o desenvolvimento desse fun
go sao bastante amplos, situando-se segundo HBBER (1958) en-
tre 3,5 e 8,5 unidades e, conforme LIHNELL (1944), estariam
em torno de 2,0 - 8,5, com um otimo em pH 6,9.

Dados adicionais sobre outros fatores que interfe-
rem nc crescimento deste fungo como luz, umidade, meio de
cultura e outros estio bem detalhados nas revisdes de SANTOS
(1978) e ALVES (1982).

Um dos aspectos bastanfe discutidos em M. anisopiiae
e o taﬁanho dos conidios. Assim, JOHNSTON (1915) verificou a
existéncia de conidios de forma longa e curta de M. anisopliae
e descreveu a forma major, cujos comprimentos de esporos va-
riavam de 3,0 a 11,9 um e, a forma mincor, com comprimento va
riando de 2 — 3,0 pm a 3,5 um e gque o meioc de cultura pode
alterar essas dimensdes, devido a diferentes condigdes fi-
sioldgicas, fato esse confirmado por KAMAT et alii (1952) .
Essa variabilidade no tamanho de conidios em M. antsopliae ,
foi confirmada por diversos autores (FRIEDERICHS, 1930 (apud
TULLOCH, 1976); PETCH, 1931; BALFOUR-BROWNE, 1960; VEEN ’
1968). Ainda em relacgdo ao tamanho de conidios, TULLOCH (1976}
mediu esporos de 80 culturas de M. anisopliae, encontrando
comprimentos de 3,5 - 9,0 um {usualmente 5,0 - 8,0 um) e 9,0
- 18,0 ym ({(usualmente 10,0 - 14,0 um) e justificou uma sepa-

‘racado varietal nesse fungo, propondo a variedade minor ou
anisopliae aplicadvel a forma de conidios curtos, e variedade
major, & forma longa de conidios. Esses valores compreendem
aos assinalados por AZEVEDO & MESSIAS (1981) e ARRAIS DE

MATOS (1983) para os comprimentos de conidios analisados de



varics isolados de M, aniscopiiae.

Em relagaoc ao numero de niucleos por conidio, VEEN
(1967), verificou ao microscoOpio eletrdnico a presenca de co
nidios uninucleados em uma linhagem de M. arnisopliae var.
minor € ao microscoépio de interferéncia observou O mesmo re-
sultado com uma linhagem da forma major. Essa informacao foi
confirmada por ZACHARUK (1970a, b), embora constatasse coni-
dios binucleados, que seriam resultantes da germinacdo e mi-
gragao de um nucleo para ¢ tubo de germinacao, fato também
confirmado por TINLINE (1971) utilizando microscopio otico
e coloragido de GIEMSA. Entretanto, em diferentes linhagens
de M. anisopliae (MESSIAS et alii, 1978; ARRAIS DE MATOS P
1983; SILVEIRA, 1983) encontraram uma peguena variacdo na
porcentagem de conidios binucleades (2 - 5%), mas nenhuma
apresentéﬁ 100% de uninucleados,.

0 grande numero de isolados obtidos de Y. anisopliae
requer métodos de caracterizacgdao para a diferenciacao dos
mesmos. As principais tecnicas para tal incluem: eletrofore-
se, imunoeletroforese, serologia, viruléncia, cromatografia,
producdo de enzimas extracelulares e caracteristicas mdrfolé

gicas e culturais. Através de eletroforese e imunceletrofore

se de extratos somaticos e metabdolicos, 3 isolados de | M.
anisopliaee var. major e 1 de forma minor foram comparados
por FARGUES et alii (1975), gue nac detectaram diferencgas

imunoldgicas importantes entre as variedades., Utilizando es-
8as técnicas, FARGUES et alii (1981); DURIEZ-VAUCELLE et
alii (1981} caracterizaram Beauveria bassiana, lBeauveria
brongniartii e M. anisoplice. Nessa mesma linha de estudos ,
De CONTI et alii (1980) analisaram 11 isoclados de Y. anisopliae

em eletroforese de gel amido, para iscenzimas fosfatase e



esterase, mostrando que o padrio eletroforéticc para fosfata
se foi homogéneo para todos os isolados e.cinco padroes fo-
'ram verificados para esterase,

HANKIN & ANAGNOSTAKIS (1975) formularam meios de
culturas sdlidos para verificagdao de produgdo de enzimas ex-
tracelulares amilase, lipase, protease, pectinase, guitinase,
urease, DNAse e RNAse, e enfatizaram ser essa técnica um
meio para estudos ecoldgicos e taxondmicos de varios fungos.
Tal metcocdologia foi aplicada por ROSATO et alii (1981) para
estudos de 11 isclados de M. anisopliae de diferentes regices
do Brasil para producao de exoenzimas amilase, lipése, pro -
tease e quitinase. Os autores concluiram gque em geral, os
isolados de mesma regido tem indices enzimaticos similares ,
embora indices semelhantes fossem encontrados para isolados
de regibes distintas.

Com o objetivo de tracar um perfil bioclogico e bio
quimico de diferentes isolados de M. antiscopliae, ALVES (1982)
analisou as caracteristicas morfologicas das coldnias, produ
gdo de conidios, comprimento e viabilidade dos conidios, ele
treforese para esterase e viruléncia para Galleria mellonel-
la, Diatraea saccharalis e Deots flavepicta, mostrando que
esse conjunto de teécnicas permite a caracterizacgdo dos isola
dos. Também, outra técnica que pode ser utilizada ccmo roti-
na para identificacdo de linhagens de M. anisopliae € a cro-
matografia gasosa, sugerida por MESSIAS et alii (1983), gue
compararam conidios de 6 linhagens de M. anisopliae var. ani
gopliae e de 1 linhagem da variedade major. Ainda tem sido
utilizado para a identificagao de linhagens de M., aniscopliae,
a avaliacdc qualitativa e quantitativa de acidos graxos em

conidios e micélio (PUPIN & MESSIAS, 1984).



2.1.2. 0 cicle parassexual

O fungo entomdpatogénico M. anisopliae € desprovi-
do de ciclo sexual, pois embora SCHAERFFENBERG (1959} tenha
reportado a ocorréncia de peritécio,ltal evidéncia nao foi
confirmada por outros autores. Desse modo, devem ocaorrer ou-
tros meios de recombinagao que podem ser utilizados, para
eventual melhoramento e analise genética. Uma das possibili-
dades & o ciclo parassexual que basicamente, permite recombi
nacao sem necessidade de um processo sexual e que foi descri
to por ROPER (1852} e POTENCORVO & ROPER (1952).

O primeiro passo para elucidar o ciclo parassexual
em M. anisoplice, foli dado por TINLINE & NOVIELLO (1971) que
reportaram o fendmeno de heterocariocse entre alguns mutantes
auxotroficos e resistentes a drogas. MESSIAS (1979) e MESSIAS
& AZEVEDO (1980), demonstraram pela primeira vez o ciclo pa-
rassexual nesse fungo, utilizando mutantes para coloragao de
conidios e auxotrofié, obtidos por irradiacdo com luz ultra-
violeta na dose gque permitia 5% de sobreviventes {QKINO et
alii 1978). AL-AIDROOS (1980) também constatou o ciclo paras
sexual em M. anisopliae, utilizando marcas para resisténcia
a drogas, coloracdo de conidics e auxotrofia. RIBA et alii
(1980} sem atentar para obtencao de recombinantes por haploi
dizag¢do, realizaram a mistura de M. anisoplice variedades mag
jor e minor obtendo tipos hibridos intermediarios e estaveis,
sugerindo trocas genéticas entre eles. BERGERON & AL-AIDROOS
(1982) sugeriram utilizando © ciclo parassexual, que M, agni-—
sopliae apresenta cinco grupos de ligacao, pela localizacdo

de oito marcas genéticas por elas isoladas. SILVEIRA (1983)



obteve recombinantes em M, anicopliae por meio do ciclo pa -
rassexual, e mostrou pela primeira vez, que ocorre fusdo de
protoplastos entre mutantes auxotroficos e morfoldgicos para
colcoragac de ponidios, os quais foram selecionados em alta
frequéncia pela técnica de enriquecimento por filtracao
(SILVEIRA & AZEVEDO, 1982, 1984). Demonstrou gque o estado
heterocaridtico & obtido, tanto no cruzamento dentro de 1li-
nhagens como entre linhagens, ocorrendo recombinacac e segre
gacdo, sem a obtengdo do estado diploide, fendmeno similar
a0 descrito em 4spergilius niger por BONATELLI Jr. et alii
(1983) e denominado de parameiose. Entretanto, a técnica do
"doador morto" (FRIGO, 1983) provou ser efétiva para obten -
¢do de dipldides e segregantes entre linhagens distintas de
M. anisopliae.

.-O emprego de qualguer metodologia gue propicie a
obtencao de recombinantes, poderia combinar gualidades favo-
raveis de duas linhagens em uma so, a qual, poderia consti -
tuir-se um entomopatbgeno promissor no controle microbioléogi

CcO.

2.2. Importancia de exoenzimas e toxinas em fungos ento

mopatogenicos

A habilidadé dos fungos entomopatogénicos produzi-
rem certas enzimas extracelulares ou exoenzimas sugerem que
elas estdo envolvidas na penetrag¢do do integumento do hospe-
deirc e no processo de colonizagaoc (FERRON, 1978). A sintese

de exoenzimas quitinase e protease foi verificada "in vitro”



pela primeira vez por HUBER (1958) nos fungos Beauveria bas-
stana, Cordyceps militaris e Metarhizium aniscpliae.

A associacdo dos eventossecregdo de enzimas e pene
tragdo do fungo na cuticula do inseto, foi descrita por
BALFOUR~-BROWNE (1960) em M., aniscpliae, sugerindo papel fun-
damental das exoenzimas no processo de invasao das hifas no
corpo do hospedeiro. Entretanto, além da penetragdo do fungo
ser facilitada por exocenzimas, a pressao mecanica também
ccorre, como foi estudado por ROBINSON (1966) através de va-
rias observagdes scbre o modo de penetragdao do tegumento do
inseto Tenebrioc mollitor por varios fungos patogénicos e ndo
patogénicosre concluiu que a epicuticula & inﬁadida por pres
sao mecanica e a endocuticula pelo uso de excenzimas quitina
se e/cu protease. O mesmo autor cita ainda que os fungos nao
patogéniébs sao incapazes de infectar insetos por ndc pode-
rem penetrar no exoesqueletc do hospedeiro.

Estudos histopatologicos e de atividade exoenzima-
tica também foram realizados em guatro espécies de Entomoph-
thora infectando Galleria mellonella e Bombyx mori (GABRIEL,
1968a, b) mostrando que "in vitro" houve producdo de ekoenzi
mas quitinase, lipase e protease pelos fungos e que suas ati
vidades foram detectadas nos tegumentos dos hospedei:os.

Varias etapas do processo de penetracdo de M.

anisopliae em larvas de EKlateridae, foram reportadas por
ZACHARUCH (1970a, b, ¢, 1971 e 1973), que podem ser assim
resumidas:

1} - Formacgao do apressérib, que & uma extremidade

dilatada da hifa com alta atividade secretora,
gue permite a penetrag¢ao da epicuticula ini -

cialmente por pressao mecanica, mas primaria-



mente enzimatica {lipolitica, proteolitica e

quitinolitica).
2} - Penetracdo da procuticula (também meclnica -
enzimatica) através de corpos hifais, os

guais dardo origem a hifas secundarias que se
distribuem na cavidade do corpo.

3) - Formagdo de células com abunddncia de nutrien
tes armazenados e poucas inclusdes metabolica
mente ativas, sendo esse estagio chamado de
clamiddspore, © gual parece manter a viabili-
dade flngica no corpo do hospedeiro por perio
dos extensos, antes da esporulacdo superfi-
cial.

Em relacido ac entomopatogénico Beauveria bassiana
as exoenzimas guitinase, celulase, lipase e protease foram
observadas em ensaios "in vitro"™ (LEOPOLD & saMSINAROVE .
1970) e através de estudos histoguimicos da cuticula de Gal-
leriqg mellonella, foi verificado que a degradacao dos compo-—
nentes individuais do tegumento deste inseto pelo fungo se
faz pela sequéncia de enzimas lipase, protease e guitinase
(SAMSINAKOVE et alii, 1971).

Qutros entomopatogénicos analisados quantoc ao pé—
pel das exoenzimas na penetragdo do hospedeiro s&o menciona-
das; tais como: Nomuraea riley< (MOHAMED et alii, 1978) ;
Contdiobolus obscurus (LATGE et alii, 1984}.

Apesar do reconhecimento dos autores da importan -
cia das excenzimas no processo de penetracao dos entomopato-
éénidos nos diversos hosbedeiros,.resultado conflitantes sur
gem no que se refere a atividade exoenzimética e viruléncia

das linhagens analisadas. Assim, SAMEINAKOVA & MISIKOVA (1973)
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apos estimarem a atividade de varias enzimas extracelulares
para varios fungos entomopatogénicos e viruléncia dos mesmos
a Galleria melloneilila, nao encontraram relacdo entre sintese
de excenzimas e patogenicidade das linhagens dos diferentes
grupos de Deuteromicetos. Através de varios estudos sobre
atividade enzimatica de Beauwveria tenella e viruléncia a Me-
lolontha melolontha (SEGRETAIN et alii, 1971; PARIS &
SEGRETAIN, 1975 e 1978; PARIS et alii, 1975; PARIS & FERRON,
1979), concluiram que as linhagens mais virulentas apresenta
ram alta atividade lipolitica, mas nao encontraram relacgao
entre quitinase e protease com viruléncia.

Extensivos estudos sobre atividade de exoenzimas
de Beguveria bassiana e viruléncia a HAeliothis sea (GRULA et
alii, 1978 e 1984; CHAMPLIN & GRULA, 1979; PEKRUL & GRULA ,
1979; SMITH et alii, 1981) e a Curculic caryae (CHAMPLIN et
alii, 1981), levaram a uma conclusdo comum de gue ndoc houve
relacgao entre patogenicidade e atividades excenzimaticas pa-
ra lipases, proteases e quitinases. Entretanto, gquando esse
fungo era injetado na hemccela desse mesmo inseto, havia as-—
sociagdc entre atividade proteclitica exocelular do fuﬁgo e
manifestag¢do entomopatoldgica (CHEUNG & GRULA, 1982).

Considerando a natureza multifatorial da virulén -
cia de um fungo entomopatogénico a varios hospedeiros p
PAVLYUSHIN (1978) ensaiou a patogenicidade de 16 linhagens
de B, bassiana a varios insetos, observando gue linhagens
fracamente virulentas apresentavam réeduzidas atividades pro-
teolitica e lipolitica. O mesmo autor verificou que varian-—
tes com aumento na atividade proteclitica induzidos por ir-
radiacao com luz ultravicleta, mostraram niveis de virulén -

cia a G. mellonella superiores a da linhagem parental.
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No fungo ¥, anisopliae, a atividade exoenzimatica
amilolitica foi relacionada & viruléncia, apds AL-AIDROOS &
SEIFERT (1980} verificarem que mutantes com aumento na degra
dacao de amido mostraram ser hipervirulentos a larvas de 39
estadio de Culex pipiens pipiens, embora isclados com altera
cdo de exoenzima protease nao fossem associados com virulén-
cia.

S0ZA GOMES & ALVES (1983), compararam diferentes
isolados de M. anisopliae através de biloensaios em Galleria
mellonella, Diatraea saccharalis e Tenebrio molitcr. Suas
atividades enzimaticas amilolitica, proteolitica e lipoliti-
ca foram avaliadas em meios de cultura sdlido, sendo gue he-
nhuma relagdo foi encontrada entre viruléncia e atividade en
zimatica, embora dois isolados mais virulentos apresentassem
alta atiﬁidade lipolitica.

A diminuicdo da viruléncia de um entomopatogénico
através de passagens em meio de cultura sintético e confirma
da por alguns autores (FOX & JAQUES, 1958; KAWAKAMI, 1960 H
SCHAERFENBERG, 1964; AIZAWA, 1971; FARGUES, 1972; NAGAICH .
1973; HALL, 1980; SAMBINAXOVE & KALALOVA, 1983) e essa viru-
léncia atenuada pode ser, tentativamente, justificada atra-
vés da atividade enzimatica. Assim, SILVA et alii (1982) ve-
rificaram que a producdo de enzimas extracelulares amilase ,
lipase e protease pela linhagem Eg de M., anisopliae diminui
guando & passada em subcultura, comparada com os Indices en-
zimaticos do fungo isclado diretamente do inseto Deois SD.
Também atividades exoenzimaticas lipase e quitinase em M.
anisopliae var. major e viruléncia a Oryctes rhainoceros es-
tao relacionados como concluiram SUNDARABABU e alii (1984)

mostrando que sub-culturas do fungo apresentaram baixas viru
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léncias e atividades enzimaticas e que a passagem no hospe -
deiro, restaurou esses dois fatbres a niveis normais.

As toxinas descritas em fungos entomopatogénicos ,

geralmente tem sido associadas com a morte do hospedeiro
(ROBERTS, 1981). Embora compostos tOxicos a insetos tem sido
reportados de filtrados de cultura e/cu micelio de varios

fungos entomopatogénicos e de fungos gue néo infectam inse -
tos naturalmente, poucas pesguisas para toxinas em . fungos
com acao patogénica a insetos tem sido conduzidas (ROBERTS &
HUMBER, 1984).

No fungo Metarhizium anisopliae, KODAIRA (1961a ,
b e 1962) mostrou a producac "in vitro" e nos hospedeireos

de substancias toxicas a insetos e duas delas foram denomina

das de destruxinas A e B. Suas formulas estruturais foram
identificadas por TAMURA et alii (1964) e SUZUKI et alii
(1966), sendo ambas depsipeptideos ciclicos contendo cinco

amincacidos ¢ um acido graxo em razdes equimolares. A confir
macao dessas destruxinas foi feita por ROBERTS (1966a, b e
1969) gue as ensaiou contra Galleria mellonella e Bombyx mort,
ocbtendo mortalidade nesses insetos. VEEN (1968) verifidou a
toxicidade de toxinas extraicdas do filtrado do meioc de cultu
ra de diferentes isolados de ¥. anisopliae em G. mellonella
e Schistocerca gregaria e nao encontrou relagao entre produ-
cdc de toxinas e viruléncia das linhagens, realgando gue os
dois insetos tem sensibilidade diferentes a mesma toxina. Es
sas destruxinas mostraram ser toxicas também a mamiferos ’
pois TAMURA & TAKAHASHI (1971) constataram que gquando injeta
das intraperitonealmente em ratos, nas doses de 1,8 a 17,0
mg/kg causaram morte. Outras toxinas nao identificadas como

destruxinas, sao liberadas de esporos de M. antsopliae ingeri
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dos por larvas de mosquitos, causando intoxicacido e morte ,
como foil demonstrado por CRISAN (1971).

Enzimas, particularmente proteases de M. gnisopliae,
estdo presentes nos filtrados de cultura e guando injetadas
na hemocela sdo toOxicas a certos insetos, mas seu papel no
desenvolvimento da doenca & desconhecido (KﬁEERA, 1980). En~
tretanto, o mesmo autcr em 1982 reportou a existéncia de ini
bidores de protease em varios orgaos de ¢. mellonella e que
o processo de patcgénese poderia resultar da falta de agao
de inibidores no hospedeiro para as enzimas do patdgeno.

No fungo Beauveria basciana, varias substéncias to
xicas a insetoé foram isoladas e identificadas, como oosperi
na (VINING et alii, 1962), proteases {KﬁEERA & SAMEIﬁﬂkOVK ,
1968), beauvericina (HAMIL et.alii, 1969) e bassianolide
(SUZUKI et alii 1977 e MURAKOSHI et alii, 1978). Entretanto,
faltam evidéncias convincentes de gue essas toxinas produzi-
das sao a causa da mortalidade do inseto, durante o processo
de infec¢Zo pelo fungo. Assim, experimentos realizados utili
zande beauvericina em Zombyax mort (KANAOKA et alii, 1878) .
e Heliothis zea (CHAMPLIN & GRULA, 1979), nao mostraram ha-
ver efeitos letais por administracdo oral ou por.igjegées.

Qutras toxinas produzidas por diversos fungos ento
mopatogénicos podem ser encontradas nas revisOes e artigos
de BONVENTRE et alii (1967), YENDOL et aliil {1968) ;
PRASERTPHON & TANADA (1969); LYSENKO & KUCERA (1971) ; ROBERTS
& YENDOL {1971); SOMERVILLE (19873); WASTI & HARTMANN (1978);

CLAYDON (1979);:; ROBERTS (1981), entre outros.



2.3. Fatores fisicos que afetam a patogénese

Os principais fatores gue influem na germinacao ,
esporulacgdo e viruléncia de fungos entomopatogénicos sdo tem

peratura, umidade e luz (LATCH, 1965).

0 desenvolvimento da micose pode ser retardado
guando o entomopatdgeno estd sujeito a temperatura abaixo
do Ootimo, sem contudo afetar necessariamente a mortalidade

(FERRON, 1967; ZACHARUCK & TINLINE, 1968; ROBERTS, 1970). As
sim, a temperatura adequada para o desenvolvimentc do fungo
nioc & necessariamente a mesma para © desenvolvimento da doen
ca. Entretanto, a influéncia da temperatura no hospedeiro de
ve ser levada em consideracdo, pois a redugao dos periodos
entre as mudas resultantes da alta temperatura pode diminuir
a duracao do estadio, impedindo assim a penetracgao do funge
através do integumento (FARGUES, 1972).

A agua & essencial para a germinacdo dos esporos
dos fungos e alta umidade atmosférica favorece o desenvolvi-
mento da epizootia.

Varias informacbes permitem distinguir entre o pa-
pel da umidade atmosférica durante o processo de infecgao e
os varios fenOmenos da epizootia.‘o desenvolvimento do fungo
no hospedeiro e posterior esporulagdc estiao associados com
alta umidade, perto do ponto de saturacao. Sob essas condi-
¢Ses, a multiplicacdo do indculo resulta em rapida contamina
cdo de insetos sadios, favorecendo o desenvolvimento epizootl
co da micose (FERRON, 1978). Entretanto, a infecgdo do inse-
to pode ser obtida independentemente da umidade ambiental ,

pois o microclima na vizinhanga do hospedeiro permite a ger-
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minacido do esporo e penetracdo, mesme que a atmosfera seja
praticamente seca, como reportaram varios autores (MASERA ,
1957: VEEN, 1966; FERRON, 1967; DIOMANDE, 1969; ROBERTS &
CAMPBELL, 1977; FARGUES & REMAUDIERE, 1977).

A luz também afeta a esporulacgdo do fungo apds a
morte do hospedeiro, dificultande o controle por entomopato-
genos (CHENG & CHEN, 1962; VEEN, 1968; MATTA & OLIVEIRA '
1978), em parte devido ao espectro ultravicleta da luz solar
gque pode inviabllizar os esporos, como reportaram MULLER-KOGLER
{1967) e MADELIN (1968}.

As condicbes ambientais tem grande influéncia so0-
bre os entomopatdgenos e sendo essas adversas, O controle
microbiolégico torna-se prejudicado, © que justifica os es -
forgcos de varios pesquisadores nos objetivos de selecionar ,
induzir e melhorar linhagens de patdOgenos que apresentem ca-—

racterlisticas uteis para o éxito de seus empregos no campo ,

onde encontrardo certamente ambiente hostil ao seu pleno de-

senvolvimento e agac controladora de populagdes de insetos
pragas.
2.4. Alguns aspectos biologicos de Rhodnius prolizus
Stal, 1859

O inseto Rhodnius prolizus, vulgarmente conhecido
como barbeiro, pertence i ordem Hemiptera, familiaRedqviidaa
sub-familia Triatominae e constitui-se em um dos vetores do
Trypanosoma cruzi, causador da doenca de Chagas no homem.

A extensa literatura scbre Fhodnius prolizus e



doencga de Chagas, torna quase inexeguivel uma revisdao de to-
dos os aspectos. Desss2 modo, abordar-se-&o algumas caracte -
risticas gerais da biologia e co controle sobre ziodafus pro
lizue, sendo que revisdes mais abrangentes podem ser encon -
tradas em BUXTON (1930}, HARINGTON (1960), FRIEND et alii
{(1965), LENT & JURBERG (1969), SHERLOCK (1279), ZELEDON &
RABINOVICH (1981}).

Segundo MARINKELLE (1968) e CARCAVALO (1976) '
Rhodnius prolizus € o principal vetor na Colombia e Venezue-
la, e muito importante em outros palises da América Central
e Norte da América do Sul. No Brasil, a sua importdncia ain-
da nao & grande, entretanto essa pode aumentar com o desbra-
vamento da regiac amazdnica, onde a espécie foi assinalada ,
conforme LENT (1862) e ZELEDON (1972). TAVARES (1971) ja ve-
rificou sua presenga em Mira Estrela no Estadec de Sao Paulo.

PERLOWAGORA - SZUMLEWIECZ (197¢), cita gue em labo
ratorio, a duracao minima e maxima em dias, da fase do oveo &
de (11 - 24) e para ninfas: 1¢ estadio (11 - 50}; 2% estadio
(10 — 30); 39 estadio (10 - 50); 49 estadic (30 - 40); 59 es
tadio (20 - 30), sendo esses valores, nas condicgdes artifi -
ciais consideradas &timas (25°C e 70% de U.R., segundo CI2RCK,
1935). Teodas as fases ninfais e ambos os sexos desse inseto
Séo hematofagos obrigatorios, e ninfas de 32 e 49 estadio po
dem suportar Jjejum por até 7 meses, como assinalam PIRERO &
TORREALBA (1977). 50 com alimentagao sanguinea as cinco fa-
ses ninfais podem passar aos estadios seguintes.

WIGGLESWORTH (1967) descreveu gqgue se a ninfa de
Rhodnius recebe pequena gquantidade de aliﬁento, nao sofrera
muda. Na verdade, pode ser dada uma sucessao de pequenas re-

feigbes, e mesmo que o estdmago esteja sempre com alimento ,
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a muda n3o ocorrera. Parece que & o0 mecanismo de distensio
abdominal gue promove um estimulo nervoso para o cérebro dé
inseto, neceséério para que ocorra a ativacaoc de células neu
rossecretdrias. O horménio responsavel pela muda, produzido
no corpus alatum na cabeg¢a & chamado hormdnio juvenilizante.
Na ninfa de 59 estadic, © hormdnio ndo mais existe e por is-
soc ha transforﬁagéo para adulto. Toda alimentacao sanguinea,
mesmo gue incompleta, € seguida de eliminacdo de fezes, quan
do entao o T. ecruzi pode ser passado a novo hospedeiro em re
petidas oportunidades. |
WIGGLESWORTH (1933 e 1934), descreveu pela primei-
ra vez a cuticula larval de ®. proiizus e ela consiste prin-
cipalmente de epicuticula e endocuticula, estrutura também
confirmada por HACKMAN (1975) e HILLERTON (1978).
WIGCLESWORTH (1967), relata gue fundamentaimente a
epicuticula & constitulda de cuticulin (lipo-proteica), ceéra
{composta de uma mistura de hidrocarbonetos de cadelas lon-
gas, ester, acidos carboxilicos, alcoois, esteres, triglice-
ridecs e fosfolipidios) e cimento. A endocuticula constitue-
se de um complexoc formado entre guitina e protesinas. ANDERSEN
(1979) assinala entretanto, que a composicao guimica de cu-
ticula & variavel entre os varios estadios de desenvolvimen-
t0o e mesmc entre varias partes do corpo. Maiores detalhes da
cuticula de R, prcifzue podem ser encontrados nas revisdes e
e artigos de WIGGLESWORTH (1957), BENNET-CLARK {1962, 1963 e
1971), BECKEL & FRIEND (1964), REYNOLDS (1975) e HACEKMAN
(1982).
As medidas de controle contra Qetores da doencga de
Chagas de um modo geral, se faz com inseticidas guimicos .

tais como Hexachlorociclohexano (BHC), Dieldrin, Rhodiatox e
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Gammexane, reportado por varios autores (FREITAS, 1950; DIAS
& SILVA PINTO, 1952; PERLOWAGORA-SZUMLEWICZ, 1954 e 1955).

Experidncias em laboratdérios para o controle biold
gico desses vetores nao alcangaram resultados promissores
embora poucos autores se empenharam nessa linha, como assina-
la KINIPLING (1964). Entre os escassos estudos, encontram-se
a utilizacgido de indugéao de esterilidade em machos, realizado
por PERLOWACORA-SZUMLEWICZ & CORREIA (1972} e o emprego de
microhimendpteros dos géneros Telecnomus e Coencyrtus, parasi
tas de ovos de Rhodnius prolizus, reportados por PINERO
(1976); FELICIANGELI & RABINOVICH (1977).

0 emprego de fungos entomopatogénicos para verifi-
car susceptibilidade de varios triatomineos em laboratdrio
tem sido objeto de poucos estudos e nem sempre bem conduzi -
dos no que concerne a informagdes referentes ao patdgeno, co
mo: viabilidade e guantidade de conlidios, linhagem empregada,
temperatura e umidade relativa do ambiente do experimento e
métodos estatisticos adeguados para avaliar a viruléncia.

DIAS & LEEO (1967) utilizaram Beauveria bassiana
para infectar Triatoma infestans, I'riatoma vitticeps e Pans-
trongylus megistus, mas ndo observaram mortalidade significa
tiva em relacao ao controle,

MOURA COSTA (1975 e 1978} assinalou pela primeira
vez que Metarkizium anisopliae & capaz de infectar Rhodnius
prolizus, sendo que MESSIAS et alii (1980) observaram os
efeitos da umidade relativa e de diferentes linhagens deste
fungo neste hospedéiro, mostrando que 100% de mortalidade foi
alcancada apos 5-8 dias em condigbes de alta umidade (97-

100% de U.R.). SHERLOCK & GUITTON (1982) mostraram que M.

anisopliae gquando utilizado em suspensdc aquosa apresenta
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baixa infectividade para ninfas e adultos de T'rigtoma brecsi-
liensgts e Rhodnius neglectuz. 0sS autores observaram gque se
os esporos do fungo fossem mantidos em meio de arroz cozido
junto com exemplares de T, Znfescanz e T. brasiliensis, 80%
dos triatomineos apresentavam-se infectados. Exemplares mor-
tos de T. infestans pelo fungo, foram colocados juntos a in-
setos sadios de T, ﬁnfestans e T, brasiliensis e esses foram
infectados por M., aniscopliae em sua grande maioria.

SILVA et alii (1983); SILVA & MESSIAS (1984a, b) ,
utilizaram duas linhagens de Y. anisgopliae, mutantes e rever
tentes para excenzimas amilase, lipase e protease e verifica
ram gque R. prolixus expostos a conidios em solucdoc salina ,

foram infectados e mortes, sendo a LD50 e LT50 estimadas pe-~

lo método de probit.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Linhagens utilizadas do fungo

As linhagens de Metarhizium anisopiliae var. ant-
sopliae utilizadas neste trabalho sdao designadas de Eg eV,
A linhagem Eq foi isolada de insetos adultos de Deoig flavo-
pteta (Homoptera: Cercopidae) coletados no Estado do Espiri-
to Santo e gque nos foi gentilmente enviada pelo Dr. José
Aires Ventura (ENCAPA). A linhagem V14 de origem americana ,
remetida pelo Dr. Donald W. Roberts (Boyce Thompson, Cornell
University - USA)}, foi isolada de Conoderus sp. (Coleoptera:

Elateridae).

3.2. Inseto usado nos bioensaios

Ninfas de 39 estadio de Rhodnius prolizus em regi-
me de fome, foram obtidas na SUCEN (Superintendéncia de Con-
trole de Endemias) de Moji-Guagu-SP, gracgas a dolaboragéo do
'Sr. Antenor Nascimento Ferraz Filho. As ninfas até alcanca -

rem o 39 estadio, foram alimentadas com sangue de galinha.
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3.3. Meios de Cultura e solucoes usadas

3.3.1. Meio Minimo Solido

(MM} (PONTECORVO et alli,

1953)
NaNO, 6,0 g
KH,PO, 1,5 g
KC.1 0,5¢g
MgSO4.7H20 0,01 g
FeS0, 0,01 g
Glicose 10,0 g
Agar 15,0 g
Agua destilada 1000,0 ml

O pH foi ajustado para 6,8 com NaOH 4% ou HC1l 1 N.

3.3.2. Meio Completo (MC)

(PONTECORVO et  alii

1953, modificado por AZEVEDO & COSTA, 1973)

Acrescentou-se ao meio minimo:

Extrato de levedura
Peptona

Caseina hidrolisada
Solucido de vitaminas
Hidrolisado de acide

nucleico de leveduras

0 pH foi ajustado para 6,8

0,5 g

2,0 g

1,5 g
1,0 ml

2,5 ml

com NaOH 4% ou HC1 1 N.



3.3.3. Meio Minime Liquido (PONTECORVO et alii

19533

Preparado segundo o item 3.3.1., ndo sendo adicio-

nado agar.

3.3.4. Meic para atividade amiloclitica

Ac meio minimo preparado segunde o Item 3.3.1. foi
adicionado 0,2% de amido soltGvel (Reagem, P.A.) O pH foi

ajustado para 6,0 com NaOH 4% ou HC1l 1 N,

3.3.5. Meio para atividade lipolitica (HANKIN &

ANAGNQOSTAKIS, 1975)

Peptona 10,0 g
NaCl 5,0 g
CaCl2 0,1 g
Agar 20,0 g

O pH foi ajustado para 6,0 com NaOH 4% ou HC1l 1 N.
‘Adicionou-se ao meio de cultura, tween 20, esterilizado nu-

ma concentracgac de 1%, no momento do uso.
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3.3.6. Meio para atividade proteolitica

Ao meioc minimo preparado segundo o item 3.3.1. e
pH ajustado para 6,0, acrescentou-se uma solugdo de gelatina

a 4% do meio no momento do uso.

3.3.7. Solucao de vitaminas

Acido nicotinico 100,0 mg
Acido p-aminobenzdico 10,0 mg
Biotina 0,2 mg
Piridoxina 50,0 mg
Riboflavina 100 ,0 mg
Tiamina 50,0 mg

Agua destilada esterilizada 100,0 ml
A solucdo foi parcialmente esterilizada em banho—
maria a 100°C por 15 minutos e guardada em frasco escuro no

refrigerador a 4°c.

3.3.8. Hidrolisado de acido mucleico de leveduras

Acido nucleico de leveduras: 2 gramas em 15 ml de
solucdo normal de acido cloridrico.

Acido nucleico de leveduras: 2 gramas em 15 ml de
solucdo normal de hidrdxido de sddio.

Ambas as solugdes foram aguecidas a 100°C por 20
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minutos. Em seguida elas foram misturadas, e o pH foi ajusta
do para 6,0, filtrando-se a seguir. O volume completado a
40,0 ml e a preparagac foi conservada em refrigerador a 4%¢

sob clorofdérmio.

3.3.9. Solugao de gelatina (8%)

Preparou-se a solugdo dissolvendo-se 8 g de gelati
na em pd em 100 ml de agua destilada, autoclavando-se em se-

guida e esta foi mantida a temperatura ambiente.

3.3.10. Solucao saturada de sulfato de amdOnio

Adicionou-se sulfato de aménio (Reagem P.A.) em
500 ml de agua destilada até a saturagdo, a temperatura am-

biente.

3.3.11. Solucgdo saturada de sulfato de potassio

Adicionou-se sulfato de potassio (Reagem, P.A.) em
500 ml de agua destilada até a saturacdo, a temperatura am-

biente.
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3.3.12. Solucao de iodo (1%]

Iodo Ressublimado 1,0 g

Alcool absocluto 100,0 ml

3.3.13. Solucao de Hipoclorito de sodio 2,5%

Hipoclorito de sddio {5%) 5,0 ml

Agua destilada esterilizada 5,0 ml

3.3.14, Solucao salina (0,85%)

Uma solugdo de cloreto de sodio 0,85% foi obtida ,
dissolvendo-se o sal em agua destilada. Foram colocados 10

ml em frascos e a seguir autoclavados.

3.3.15. Solugao de tween 80 (0,1%)

Adicionou~se 0,1 ml de tween 80 em 99,9 ml de agua
destilada. A solucgao de tween foi distribuida em quantidades

iguais de 2,5 ml por frascoc e autoclavou-se em seguida.



3.3.16. Solucgao de albumina {(5%)

Adicionou-se 5,0 ml de clara de ovo em 100 ml de
dgua destilada. A solucaoc foil conservada no refrigerador, em

frasco escuro.

3.3.17. Soluches de alcool etilico

As solugdes foram preparadas nas concentracgoes de
50, 70 e 95%. As diluigdes do alcool foram realizadas com

agua destilada.

3.3.18. Solucaoc fixadora

Preparou-se a solucgdo com uma mistura de alcool
absoluto, acidc acético glacial e acido lactico, na propor -

cdo de 6:1:1, respectivamente.

3.3.19. Solucao de Giemsa

Dissolveu 1 g de Giemsa em 54 ml de glicerina a
guente e apds o esfriamento, misturcu-se com 84 ml de meta -
nol, filtrou-se e a solugdo foi mantida & temperatura ambien

te.
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3.3.20. Tampao fosfato pH 6,9

KH2PO4
NazHPO4

Agua destilada

0,60 g

2,80 g

10006,0 ml

A solucdoc foi conservada em refrigerador.

3.3.21. Tampao fosfato pH 6,0

Solucao 2

NaH2P04

Agua destilada

Solugao B

NaZHPO4

Agua destilada

27,8 g

1000,0 ml

28,5 g

1000,0 ml

A obtencao do tampao foi feita, adicionando-se 10

ml da solucdoc B em 50 ml da solucgdo A e completando-se o vo-

lume para 100 ml com agua destilada. As solugbes A e B foram

conservadas em refrigerador e o tampao foi preparado no mo-

mento do uso.



3.3.22. Tampao tris-citradoc pH §,60

Trizma base ' 9,21 ¢
Acido citrico 1,05 g
Agua destilada 1000,00 ml

3.3.23, Tampaoc borato pH 8,0

Acido Dbbérico 18,55 g
Hidrdéxido de sddio 2,40 g
Agua destilada 1000,00 ml

3.3.24. Gel de amido

Amido hidrolizado Connaught

Tampac tris-citrado pH 8,6

3.3.25., Corante Fast-Garnet

Fast-Garnet 0,4 g

Agua destilada 10,0 ml

38,0 ¢

300,0 ml
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3.3.26. Corante aw-naftilacetato

a—naftilacetatb 0,1 g
Acetona 5,0 ml
Agua destilada 5,0 ml

3.3.27. Sclucao de coloracdo de esterases

Fast Garnet 1,0 ml
a—naftilacetato 1,5 ml
Propanol 5,0 ml
Tampao fosfato pH 6,0 100,0 ml

3.4. Esterilizacao e temperatura de incubacado

Os meios de culturas, frascos de bicensaios e algu
mas solucgles foram autoclavadas a 120°¢C a pressac de 1 atmos
fera, durante 15 minutos.

A temperatura de incubacdc em todos os experimen -

tos foi de 28°c.
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3.5. Curvas de sobrevivéncia a luz ultravioleta

Com a finalidade de determinar gual dose de radia-
cao ultravioleta era conveniente para produzir 1 a 5% de so-
breviventes, para posterior.inducéo de mutagdo, foram feitas
as curvas de sobrevivéncia das linhagens Eg e Vi, de M.
anisoplicae,

Conidios dos fungos em estudc previamente desenvol
vidos em MC durante 7 dias, foram transferidos separadamente
para solucdo de tween 80, agitados e seu niumero foi estimado
através da éontagem com hematimetro no microscopio. A seguir,
a suspensdo de conidios foi diluida em solugdo salina (1:10),
colocada em placa de Petri esterilizada,e, efetucu-se a ir-
radiacidoc, mantendo-se a suspensdo irradiada a uma disténcia
de 13 cm da fonte de luz ultravioleta 2.537 & ( intensidade
aferida de 100 uw/cm?}, em ambiente claro, em diferentes tem
pos. ApOs cada irradiacédc e diluicdes apropriadas, semeou-se
0,1 ml por placa com meio completo. ApOs 5 dias de incubagéo
a 280C, as placas foram observadas, e a porcentagem de'sobrg
viventes foi calculada comparando-se com © numero de colo-

nias provenientes da amostra nadoc irradiada.

3.6. Avaliacdo da producido de exoenzimas

A producdo de enzimas extracelulares amilase, lipa
se e protease de coldnias isoladas do fungo M. antisopliae ,
foi avaliada semi-quantitativamente através do uso de meio

s6lido em placas de Petri, conforme a técnica de HANKIN &
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ANAGNOSTAKIS (1975), com modificagbes na composicdao dos meios
para amilase e protease.

Para obtencgao de coldnias iscladas das linhagens
em estudo, preparcu-se uma suspensdo de conidios em uma solu
¢ao de tween 80. Esta solugio favorece a guebra da cadeia de
conidios e assim, diluigbes apropriadas puderam ser feitas ,
pipetando-se 1 ml da suspensdo em 9 ml de solugdo salina
Aliquotas de 0,1 ml da suspensido de conidios foi semeada em
placas de MC, com auxilio de uma alcga de Drigalsky e essas ,
foram incubadas a 28°C por 5 dias. Apds este tempe transfe -
riu-se estas coldnias individualmente, inoculando-as, por pi
cada em 4 pontos equidistantes, em placas de Petri com 15 ml
de meico de cultura especifico para cada tipo de atividade en
zimatica. ApSs 5 dias de incubacac do fungo a 28%¢, a presen
ga de umérhalo ac redor da colénia indicava atividade enzimé
tica e a relacao entre o didmetro deste halo (incluindo a co
1énia) e o diametro da coldnia foi denominada de iIndice enzi
matico. Tal relag3o & similar & utilizada por FOSTER & DAVIS

(1942); SILVA (1977); ROSATO et alii (1981}).

3.6.1. Atividade amilolitica

A habilidade para degradar amidec foi usada como
.criﬁério para indicar producdo da amilase. Utilizou-se o
meio para atividade amilolitica, de acordo com a técnica des
crita no item 3.6. Apds a incubacdo, 10 ml de uma éoluqéo de
iocdo a 1% foram adicionadas na placa de Petri. Coldénias dque

apresentavam atividade amilolitica eram circundadas por um
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halo amarelo contrastante com a cor azul do meio de cultura.

3.6.2. Atividade lipolitica

O substratoc tween 20 (Sorbitan monolaurato} adicio
nado ao meio de cultura para atividade lipolitica permitiu
observar a produgdo de lipase. As coldnias foram inoculadas
nas placas de Petri com meio, conforme descCritoc no item 3.6.
Apbs a incubacio, a atividade de exoenzimas lipoliticas foi
observada pela formagao de um halo transparente em volta da
colonia, devido a formacao de cristais de sais de calcioc do
acido laurico liberados pela enzima. Para melhor visualiza -
cao do halo, as placas foram colocadas em refrigerador a 4°c

durante 12 horas.

3.6.3. Atividade proteolitica

Conforme a técnica descrita no item 3.6. procedeu-

se a inoculacgdo de coldnias em placas de Petri contendo
meio para atividade proteolitica. Apds o tempo de incubagdo
do fungo a 280C, adicionou-se solugao saturada de sulfato de
‘amdnio até a submersdo das coldnias na placa. A presenga de
um halo transparente em volta da coldnia, indicou atiyidade

proteoclitica.
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3.7. Obtenciao de mutantes exoenzimaticos

As linhagens Eg e Viu de M., antisopliae foram subme
tidas ‘a radiacdo ultravioleta, conforme descrito no item 3.5.
A dose empregada foi a gue permitiu cerca de 5% de sobrevi -
ventes, calculada através do método citado por BARACHO & ROSIM
{(1977). ApCs a irradiacgdo, coldnias iscoladas obtidas de acor
do com a técnica proposta no item 3.6., foram ensajiadas si-
multaneamente em meios especificos para atividades de exoen-
zimas amilase, lipase e protease, de acordo com OS pProcessos
descritos nos itens 3.6.1., 3.6.2. e 3.6.3. respectivamente.
As coldnias que apresentaram Indices Enzimaticos iguais a um
ou com valores acentuadamente inferiores aqueles obtidos com
as linhagens selvagens, foram transferidas para tubos incli-
nados contendc meio completoe estocados para posterior estu -
dos. Os possiveis mutantes para ndo producgdo de exoenzimas
foram testados novamente em placas de Petri com meios conten
do substratos especificos e somente os tipos estaveis foram

utilizados posteriormente para analise de bioensaio.

3.8. Obtencao de revertentes

Devido a dificuldades de se ensaiar grande numero
de conidios para o teste de reversic espontinea dos mutantes
exoenziméticos, utilizou-se para esse fim radiagdo ultravio-
leta, na dose que propiciasse cerca de 95% de mortalidade dos

conidios.



As técnicas de irradiacdo e ensaios para ativida -
des enzimaticas foram referidas nos itens 3.5., 3.6., 3.6.1.,
3.6.2. e 3.6.3.

As coldonias mutantes ensaiadas gue apresentaram va
lores de Indices Enzimaticos diferentes de um ou com valores

semelhantes aos tipos selvagens, foram classificados como re

vertentes.

3.9. Caracterizacdo dos padrdes eletroforeticos de a-es

terases das linhagens de M. anisopliae.

Utilizou-se gel de amido, em corrida ~horizontal

conforme BUSCH & HUETTEL {1972).

3.9.1. Preparacdo do gel

Dissolveu-se 38 g de amido hidrolisado Connaught
em 300 ml de tampac tris-citrato., Essa solucao foi agquecida
em bico de Bunsen, sendo agitada seguidamente até a fervura
e o0 aparecimento de bolhas de ar. Em seguida, submeteu-se o
gel assim preparadc a um sistema de vacuo para remogaoc do ar
e proteger contra a formagdo de bolhas. A sequir, o gel foi
vertido em uma placa de acrilico de 21,5 x 190 x 2 cm. ApOs
o resfriamento e solidificagcdc em temperatﬁra ambiente, o
gel foi recoberto por um plastico fino péra evitar evapora -

cao. Cerca de uma hora antes da aplicacgdc das amostras, o



gel era colocado em refrigerador, para evitar desnaturacaoe

das isoenzimas.

3.9.2. Preparo e aplicacgao das amostras

A técnica utilizada foi descrita por SQUZA et alii
(1977) e De CONTI et alii (1980).

0 micdlio desenvolvido durante 7 dias a 28°C em tu
bos de ensaio com 5 ml de MM liguido, foi homogeneizado atra
vés de trituragdo. O micélio foi triturado em suspensiao de
agua destilada a 49, utilizando-se um triturador com ponta
de peclietileno. O homogeneizade foi absorvido por pedagos de
papel (4 x 9 mm) Whatmann n? 3. O gel foi entao perfurado
transversalmente, com auxilio de regua e espatula, a interva
los regulares (2 mm) e a uma distancia sempre constante da
ponte catddica ( 5 cm). Cada papel com o homogeneizado do mi

célio, foi inserido verticalmente em uma das fendas do gel.

3.9.3. Condicoes da eletroforese

As eletroforeses foram realizadas usando-se uma
fonte (modelo LIFE - Japan). Para a corrida dos géis utili -
zou-se tampao borato pH 8,0. Esta fol realizada a tempg—
ratura de 4°C e uma corrente de 2,5 mA/cm foi mantida com a

migracac desejada de 12 cm alcancgada em 6 horas.
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3.9.4. Corte, incubacao, coloracao e fixacgao do

gel

O corte do gel foi realizado por um f£io de ago ten
sionado montado em arco de serra. A fatia do gel foi coloca-
da em um recipiente plastico (19 x 9,5 x 2,8 cm) contendo a
solucdo de coloracdo de esterases. A incubacgdo se fez em es-
tufa 5'37OC, por um periodo variavel, dependendo da nitidez
do aparecimento das bandas. A fixacado foi feita apbs a remo-
cdo do corante com uma mistura de agua, metanol e acido acé-

tico numa proporcido de 5:5:1 e em seguida analisado.

3.10. Caracterizacao citoldgica dos conidios

0 comprimento dos conidios e o numero de nﬁqleos
por conidio foram determinados de acordo com a técnica de
ROBINOW & CATEN (1969), com modificagbes propostas por PAES
DE BARRCS (1977).

As linhagens E, e V,, de X. anisopliae, seus mutan
tes é revertentes foram desenvolvidos em placés'dé Pétfi'cog
tendo MM e incubados a 28°C durante sete dias. Depois os co-
nidios foram coletados em laminulas com uma gota de solucgao
de albumina a 5%. Apds secagem em condigdes ambientais os <o
nidios foram submetidos a solucdo fixadoré por 10 minutos .
Em seguida fez-se hidratagdo em solucdes de alcool (95, 70 e
50%) e agua destilada por um minuto em cada fase. Logo apos

o material sofreu hidrdélise em HCl durante 5 minutos, & tem-
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peratura ambiente e durante 6 minutos a temperatura de 60°cC
em banho-maria. A seguir o material foi lavado cinco vezes
em tampdo fosfato pH 6,9 e corado por 15 minutos em  Giemsa
{10 ml de tampac fosfato pH 6,9 para 18 gotas de solucao de
Giemsa). © comprimento dos conidios foi determinado com o]
auxilio de uma ocular micrométrica pela analise de 50 coni -
dios. O nUmero de nucleos por conidio fez-se pelo exame de

500 conidios em diferentes campos microscoOpicos.

3.11. Germinacao de conidios

0 método.para estimar a porcentagem de germinacédo
dos conidios dos isolados utilizades nos bicensaios foi fei-
to conforﬁe AL-AIDROOS & ROBERTS (1978). Os conidios cresci-
dos em placas de Petri com MC por 7 dias foram coletados '
suspensos em solucdo de tween 80, acgitados e transferidos pa
ra solucdo salina. Aliquotas de 0,1 ml foram semeados em pla
cas de Petri éom MC, gque foram a seguir incubados a 28°¢ ’
durante 18 horas. Através do exame de placas ac microscopio,
a germinacdc dos conidios foi estimada pela observacao de
500 conidios. Tal verificac¢ao foi realizada 24 horas antes

da utilizacgdo de cada isolado em biocensaio.

3.12. Biocensaio

As linhagens Eg e V.4 de M. anisoplige, assim como
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seus mutantes e revertentes, foram ensaiados para viruléncia
em ninfas de 39 estadio de Rhodnius prolizus em regime de fo
me. Esse inseto testador, € um dos vetores da doencga de Cha-
gas e foi escolhido devido a facilidade de obtengdo junto ‘a
SUCEN, Moji-Guacu (SP), uniformidade de estadio das ninfas e
nio ocorréncia de mortalidade no controle, nas condigbes dos

experimentos.

3.12.1. Producao de conidios

Cada isolado a ser ensaiado, foi desenvolvido em
placas com MC, durante 7 dias. Os conidios foram coletados
através de uma alca de platina e transferidos para sclucgao
de tween 80, agitados e seu numerc foi estimado com hematimg
tro em microscopio. A seguir, 1 ml dessa suspensdo de coni -
dios foi transferida para 9 ml de solug¢ao salina, obtendo-se,
dessa forma diluicdes desejadas para as concentragdes empre-

gadas no biocensaio.

3.12.2. Preparacac das ninfas de Rhodnius prolizus

e indculo do fungo

Ninfas de 39 estadio de Rhodnius prolizus em regi-
me de fome durante 7 dias, foram colocadas em grupos de cin-
co em um frasco de polipropileno (5 x 6 cm) com papel de fil

tro na base da superficie interna, ambos esterilizados. Em



seguida, os frascos foram tampados com gase esterilizada .
Antes da colocacdo das ninfas, aliquotas de 0,2 ml da suspen
sdo de conidios, preparada como descrite no item 3.12.1., fo
ram espalhadas uniformemente nc papel de filtro. Os frascos
contendo 5 ninfas cada, foram colocados em um recipiente de
vidreoe (15 x 20 cm), conforme sugerem MESSIAS et alii {1980)
e a umidade relativa (U.R.) foi mantida proxima a 97%, com a
utilizacd3o de 150 ml de uma solugdac saturada de sulfato de
potéssio, conforme WEXLER & HASEGAWA (1954). A seguir, © con
junto (Figura 1) foi incubado a 28°c.

Para cada isolado ensaiado, 4 concentrac¢des conten
do diferentes nimeros de conidios foram usadas e empregou-se
25 insetos por dose. A mortalidade foi avaliada diariamente,
retirando-se os insetos mortos para evitar contaminacac em
outros. Para o grupo de insetos controle, procedeu-se da mes
ma forma, mas somente com 0,2 ml de solucgao salina no papel

de filtro.
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FIGURA 1 - Modelo usado para bioensaio de M. aniso

pliae em ninfas de R. prolizxus.

3.12.3. Recisolamento do fungo

Para se ter maior seguranca de que a mortalidadedo
inseto foi causada pela exposigao ao fungo, cada ninfa morta
foi colocada em um tubo de ensaio esterilizado e guardade a
4°¢c no refrigerador. Em seguida, procedeu-se ao reisolamento
do patdgeno, realizando-se a desinfecééo do tegumentc do in-
seto morto em solucdo de hipoclorito de sddio a 2,5%, duran-
te 3 minutos e em seguida era cortado e esmagado em uma pla-

ca de Petri com MC e incubagdo a ZBOC, durante 7 dias.
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3.12.4. Analise estatistica da virulencia dos isoc-

lados

Os resultados da viruléncia das linhagens selva -
gens Eg € V14 de M. anisopitae, assim como seus mutantes e
revertentes, foram avaliados em bicensaios conforme descri -

tos nos itens 3.12., 3.12.1., 3.12.2. e expressos nas formas

de LCg,y e LTgq, calculados pelo método de Probit (FINNEY ’
1971). Esses valores foram analisados quanto a hipotese de
paralelismo entre as linhas de regressadc, atraves do teste

x?, de acordo com critério adotado por BLISS (1935) e FINNEY
(1971). A Poténcia Relativa da viruléncia dos mutantes e re-
vertentes em relacio ao padrdao (controle), foi estimada de

acordo cm COCHRAN (1938}, SCOSSIROLI (1962) e FINNEY (1971).
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4. RESULTADOS

4.1. Sobreviveéncia 2 luz ultravioleta (UV)

Os dados referentes a sobrevivéncia de Metarkizium
anigsopliae linhagens E9 e V14, submetidas a acao de varias
doses de radiacdo ultravioleta estao expressos nas Tabelas 1
e 2, cujos valores permitiram construir curvas de sobrevivén
cia as quais estao representadas graficamente na Figura 2.

Utilizando-se da metodologia citada por BARACHC &
ROSIM (1977), obtém-se uma LD95 em um tempo de 12,73 minutos
para a linhagem Eg e 13,26 minutos para a linhagem V14 em

condigbes usadas vara a luz ultravioleta. Tais doses fcrames

colhidas posteriormente para obtencgao de mutantes e reverten

tes.
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TABELA 1 - Porcentagem de sobrevivéncia de M. anisoplice var.
aniscopliae, linhagem Eq apds tratamentos com luz

ultraviocleta. (Media de 3 experimentos).

Tempo de irradiagdo - n?® de conidios Porcentagem de
(UV) em minutos sobreviventes sobrevivéncia

0 | 220 100,00

3 140 63,63

6 59 26,81

9 17 7,72

12 13 5,90

15 1 0,45

TABELA 2 - Porcentagem de sobrevivéncia de M. anisopliace var.
antsopiiae, linhagem Vig apds tratamentos com luz

ultravicleta. (Média de 3 experimentos}).

Tempo de irradiacédo ne de conidios Porcentagem de
(UV) em minutos sobreviventes sobrevivéncia
0 96 100,00
3 51 53,12
6 32 33,33
9 15 15,62
12 8 8,33

15 0,66 0,68




% de conidios sobreviventes

100

\ _ o linhagem E9 de M anisopliae

\ o lichagem V,, de M. anisoplias

) 1 ¥ ¥

3 6 9 12 15

Tempo (min.) de irradiagdo com UV,

FIGURA 2 - Curvas de sobrevivéncia das.linhagéns Eg e Vi, de

M. anisoplice, sob agao de luz ultravioleta,
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4.2. Producao de enzimas extracelulares nas linhagens

Eg e V14 de M. anisopliae

A produgao de enzimas extracelulares (amilase, 1li-
pase e protease) foi avaliada semi-quantitativamente através
da medida do tamanho do halo formado e coldnia, relacdo es-
sa denominada de indice enzimatico. Os resultados de indices
enzimaticos para as exoenzimas ensaiadas das linhagens Eq €
V,4 de M. anisopliae estdo na Tabela A.1. do Apéndice.

Os halos produzidos pela degradacdo de amido, tween
20 ¢ gelatina, que sac os substratos especificos para amila-

se, lipase e protease, podem ser observadas nas Figuras 2A ,

3 e 4 respectivamente.

FIGURA 2A - Atividade amilolitica da linhagem Ey de M. aniso

pliae detectada em meio contendo amido.
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FIGURA 3 - Atividade lipolitica da linhagem Eg de M. antso-

pliae detectada em meio contendo tween 20.

FIGURA 4 — Atividade protcolitica da linhagem E4 de M. aniso

pliae detectada em meio contendo gelatina.
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4.3. Obtencao de mutantes para nao producdo de exoenzi-

mas

Suspensoes de conidios das linhagens Eg e V,, de
M. anisoplige foram irradiadas com luz ultravioleta na dose
que permitisse 5% de sobrevivéncia, conforme determinado no
item 4.1., para obtencdo de mutantes com ndo producgao de exo
enzimas. A selecdo dos mutantes, foi baseada na auséncia de
formacio de um halo em volta da coldnia ou pela redugdc des-
te, como no caso de protease.

| As figuras 5, 6 e 7 ilustram mutantes para amilase,
lipase e protease e a Tabela 3 mostra o numero de mutantes
obtidos para as coldnias ensaiadas.

Deve-se mencionar que ocutros aparentes mutantes fo
ram obtidos, mas gue ndo foram bem caracterizados cu ndo se
mantiveram quando ensaiados em placas com meios contendo subs
tratos especificos e scmente um mutante de cada tipo, mais

estavel, foi analisado posteriormente em bioensaio.
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TABELA 3 - Nimero de mutantes das linhagens Eg e V14 de M.

anisopliae, selecicnados para nao producgdao de exo

enzimas amilase, lipase e protease.

Mutantes Linhagens

Eg Vig
Amilase” 1 (800)" 1 (700)
Lipase 1 (400) 1 (500)
Protease” 1 (650) 1 (800)

* O nOmero entrc pardnteses, refere-se ao total de coldnias

ensaiadas.

FIGURA 5 - Mutante (seta) da linhagem Eg_de M. anisopliae pa

ra exoenzima amilase.
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FIGURA 6 — Mutante (seta) da linhagem E, de M. anisopliae pa

ra exoenzima lipase.

FIGURA 7 - Mutante (seta) da linhagem E9 de M. anisépiiae pa

ra exoenzima protease.



4.4, Obtencdo de revertentes

Os mutantes exoenzimiticos das linhagens Ege V.,
de M. anisoplice, guando irradiados novamente com luz ultra-
violeta, sofreram reversiao para procducgao de enzimas extrace-
lulares. A Tabela 4 mostra a frequéncia de revertentes para
cada mutante e as Figuras 8, 9 e 10 ilustram cada tipo de re

vertente.

TABELA 4 - Revertentes das linhagens Eg e Viu de M, aniscopli
selecionados para produgdo defeioéﬁzimas amilase,

linase e protease.

51
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Revertentes Linhagens

Eq Vig
Amilase” 1 {500)* 1 (600)
Lipase” 1 {300) 1 (400)
Protease” 1 (700) 1 (600)

* 0 nGmero entre parénteses, refere-se ao total de colénias

ensaiadas.
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FIGURA 8 - Revertente (seta) da linhagem E9 de M. anisopliae

para amilase.

FIGURA 9 - Revertente (seta) da linhagem Eq de M. anisopliae

para lipase.



FIGURA 10 - Revertente (seta) da linhagem Eg, de M. anisopliae

para protease.

A Figura 11 mostra esquematicamente os passos uti-
lizados para obtencac de mutantes e revertentes para exoenzi
mas amilase, lipase e protease e a Tabela 5 apresenta a sim-

bologia usada para caracteriza-los.
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Suspensac de conidics das

linhagens selvagens (Eqr Vi)

ensaio para excenzimas amilase,
lipase e protease

Selecao de mutantes exoenzimiticos

Amilase Lipase Protease

ensalo para exoenzimas amilase,

lipase e protease

N
Selegao de revertentes excenzimaticos

— |

. + . +
Amilase Lipase Protease

FIGURA 11 - Esquema para obtencac de nutantes e revertentes exo-

enzimiticos das linhagens Ey e V,, de M. anisopliae
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TABELA 5 - Simbologia dos mutantes e revertentes para exoen-

L

zimas de . carnisopliae obtidos por irradiacgéo a

lui ultravioleta.

Isolado selvagem Indices enzimaticos *Simbologia dos
irradiado alterados Mutantes e Re-
- vertentes
Eq Amilase Eq ami”

Normal** E9 ami”
Lipase E9 lip
Normal E9 lip+
Protease Egq prt”
Normal E9 prt+
Via Amilase Via ami~
Normal V]4 ami®
Lipase Vig lip~
Normal V14 lip+
Protease Via prt”
Normal Via prt*
* 0 sinal (~) representa o mutante e (+) o revertente.

** 0 indice enzimatico normal indica o restabelecimento do fe-

notipo selvagem para a excenzima alterada no mutante.

Os valores de indices enzimaticos dos mutantes e
revertentes, encontram-se nas Tabelas A.2, A.3 e A.4 do Apén
dice. Pode-se verificar nelas que os mutantes e revertentes

para a exoenzima protease em ambas linhagens, apresentam va-



lores de indices enzimaticos diferentes de um;

foi feito a analise de variancia, conforme PIMENTEL

sendo assim

GOMES

(1976), comparando os indices enzimaticos para protease.

resultados da analise de variancia, feita nos moldes de expe

rimentos completamente casualizado, encontram-se na Tabela 6.

TABELA 6 — Analise de variancia dos dados apresentados

efeito do tratamento com raics ultravioleta sobre

o Indice Enzimatico para protease.

para
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Causa de variacao G.L. 5.0. Q.M.

F
Tratamento 5 1,5447 0,3098 53,36%*
Residuo 54 0,3130 0,0057
Total 59

c.Vv. = 5,63%

* %

Pela observagac da Tabéla 6, verifica-se que houve
um efeito significativo ac nivel de 1% de probabilidade devi

do &= diferencas no Indice Enzimatico para protease nos

significativo ao nivel de 1% de probabilidade.

Jrivtg

tantes e revertentes das linhagens Eg e V., de M. anisopltae.

0 estudo comparativo das médias do indice enzimati

co para protease, foi feito através do teste de Tukey, cujos

resultados encontram-se na Tabela 7.



TABELA 7 - Comparagdo do indice enzimatico para protease en-

tre mutantes, revertentes e as linhagens E9 e V14
de M. anisopliae.
Linhagens Médias de Iindices enzimaticos*
V14 1,57 a
+
V14 prt 1,46 a b
Eq 1,41 b
Eg prt” 1,38 b
Vig prt 1,18 c
Eq Prt’ 1,10 c
* Valores seguidos da mesma letra nao sdo diferentes entre
si ao nivel de 1% de probabilidade,
= d.m.s. = 0,12
Os mutantes Eg prt e V14prt_, embora nao tenham

indice enzimatico igual a um, como observados para os mutan-

tes E, lip , E, ami™, Vg lip eV

9 ami~ , podem ser caracte

9 14

rizados pelos baixos valores de Indices enzimaticos, gque es-
tatisticamente sdo significativos como mostra a Tabela 7. Os

+ + =~ ~ . Lo L -
revertentes E9 prt e V14 prt nso sao diferentes estatisti-
camente as linhagens controle, em relacdo ao indice enzimati
co para protease, o gue indica que o fendtipo para a exoenzi

ma foi restabelecido.
.+ .+ L+

Os revertentes E, ami , E, lip , V ami’ e v

9 9 14 14
. . - .

lip , puderam ser discernidos dos mutantes, pois apresentam

valores de indices enzimaticos para amilase e lipase, dife -



rentes de um, © que nao ocorreram com oS respectivos mutantes.

4.5. Caracterizacao isoenzimatica para c-esterase das
linhagens selvagens Egq e V., de M. anisopliae e de

seus mutantes e revertentes

A Figura 12 ilustra esquematicamente 0s padrdes
eletroforéticos dos sistemas o-esterases das linhagens E9
14 de M. anisopliace e de seus mutantes e revertentes. E

e V
possivel distinguir 5 bandas isoenzimaticas c-esterases para
a linhagem E9 e 3 bandas para a linhagem V14, embora a Z2a.
e 3a. bandas n3o se mostrassem nitidamente separadas.

-'Em relagdo aos mutantes analisados, em ambas linha
gens houve auséncia de uma banda somente nos isolados lip .

Analise dos revertentes revelou gue suas bandas

nio se alteraram em relacdo aos seus respectivos mutantes.
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1 2 3 45 6 7 8 9 10 11 12 13 14

FIGURA 12 — Representacic esguematica dos padrdes de u-este-
rases do micélio das linhagens E9 e V14 de M.

anisopilice e de seus mutantes e revertentes.

1. linhager Eq 8. linhagem V.,
2. Eq ami” ' 9. Vqyu ami”
3. Eg lip~ 10. V14 lip™
4. Eg prt= 11. Vyg prt
5. E9 ami”® Co12. V14 ami®
6. Ey lip" 13. v, 1ip”
+ +

7. Eg prt 4. V prt
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4.6. Caracterizagdo citologica das linhagens E9 e V14

de M. anisopliae e de seus mutantes e revertentes

4.6.1. Numero de nucleos por conidio

As Tabelas 8 e 9 apresentam as porcentagens de co-
nidios binucleados, que foram encontrados para as linhagens
e V

E 14 de M. anisopliae e nos mutantes e revertentes.

9

Para cada um dos isolados, calculou-se a proporcgao
de conidios binucleados para cada grupo de 100 conidios exa-
minados e esses resultados encontram-se nas Tabelas A.5 e
A.6 do Apéndice. Os dados dessas Tabelas, depois de transfor
mados em angulo = arco-seno v proporcgao, (FISCHER & YATES

1943), foram submetidos a analise de wvariancia, cujos resul-

tados se encontram nas Tabelas 10 e 11.

60



61

TABELA 8 - Porcentagem de conidios binucleados na linhagem

Eg de M. anisopliae e em seus mutantes e reverten

tes.

Isolados Porcentagem de conidios binucleadcs

E9 4,8

Eq ami~ ' 5,0

Eq lip~ 4,6

E, prt- 4,8

Eq ami”* 4,2

Ey lip® 4,0

Eq prt* A 4,6

TABELA 9 - Porcentagem de conidios binucleados na linhagem
Via de M. anisoplice e em seus mutantes e rever -
tentes,.

Isolados Porcentagem de conidios binucleados

Vig 4,0

Vg ami” 3,0

V14 lip~ 4,6

Vg prt= 4,6

v, ami® 3,8

Vg lip” 4,2

v,, prt’ 3,6

14




TABELA 10 - Analise de varidncia para os dados da Tabela 8 ,

transformados em angulc

arco-seno v pProporgac.

62

Causa da

variacao G.L. S.Q. Q.M. F
Isclados 6 6,67 1,11 0,15 N.5.
Residuo 28 214,39 7,66

Total 34 221,06

N.S. - ndo significativo ao nivel de 5% de probabilidade

TABELA 11 - Analise de varidncia para os dados da Tabela 9 ,

transformados em angulo

arco-seno v proporcao.

Causa da

variacao G.L 5.0. Q.M. F
Isolados 6 11,17 1,86 1,14 N.S.
Residuo 28 45,67 1,63

Total 34 56,84

.N.S} - nao significativo ao nivel de 1% de probabilidade

As analises de varidncia das Tabelas 10 e 11, per-

mitem constatar que nado houve diferencga estatistica signifi-



cativa entre a linhagem E

g seus nmutantes e revertentes, o}

mesmo ocorrendo com a linhagem Vig de M. aniscopliae em rela-

cdo a propordéo de conidios binucleados.

4.6.2. Comprimento de conidios

Mediu-se o comprimento de 50 conidios das linha-

gens Eq € V., de M. anisoplice e de seus mutantes e reverten

tes e os resultados encontram-se nas Tabelas A.7 e A.8 do

Apéndice. As analises de variancia desses dados, estido repre

sentadas nas Tabelas 12 e 13.

TABELA 12 - Analise de varidncia dos comprimentos de coni-
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dios da linhagem Eg de . znisoplice e de seus
mutantes e revertentes.

Causa da

variacao G.L. 5.0. Q.M. F

Isolados 6 0,77 0,13 1,12 N.S.

Residuo 63 7,20 0,11

Total 69 7,97

N.S. - nao significativo ao nivel de 1% de probabilidade



TABELA 13 - Analise de variancia dos comprimentos de coni-
dios da linhagem V14 de M. anisopiice e de seus

mutantes e revertentes.

Causa da
variacgao G.L. S.Q. Q.M. F
Isolados & 0,74 0,12 1,16 N.S&.
Residuo 63 6,66 0,11
Total 69 7,40
N.S. - nao significativo ac nivel de 1% de probabilidade

As anilises de variancia das Tabelas 12 e 13 reve-
laram que os comprimentos dos conidios das linhagens E9 e
Vig de M. anisopliae e de seus mutantes e revertentes nao

sdo estatisticamente diferentes.
4.7. Germinacao de conidios

As linhagéns E9 e V14 de M. anisopliae, seus mutan
tes e revertentes usados em bicensaios, foram ensaiados para
germinagéo em MC, conforme descrito no item 3.11. e os resul
tados obtidés enéontram-se nas Tabelas A.2 e A.10 do Apéndi-
ce. Os dadoé dessas Tabelas, depois de transformados em angu

lo = arco-seno ¥ taxa, foram submetidos & andlise de varian-

64



cia, cujos resultados se encontram nas Tabelas 14 e 15,

TABELA 14 - Anadlise de varidncia da taxa de germinagao da 1i

nhagem Eg de M, anisopliae e de seus mutantes e

revertentes.

Causa da

variacao G.L. S.0Q. Q.M. F
Isolades 6 96,74 16,12 1,60 N.S.
Residuo 28 281,96 10,07

Total 34 378,70

N.S. — ndo significativo ao nivel de 1% de probabilidade

TABELA 15 -~ Analise de varidncia da taxa de germinacdo da 1i

nhagem V14 de M. anisoplice e de seus mutantes e

" revertentes.

Causa da

variacéao G.L. S.0. Q.M. F
Isolados 6 51,04 8,51 1,43 N.S.
Residuo 28 166,60 5,95

Total 34 217,64

N.S. - nado significativo ao nivel de 1% de

probabilidade
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Pelas analises de varidncia, verificam-se que nao
hd diferenca estatistica significativa na taxa de germinacdo
em MC para as linhagens Eg e Vi, de M. aniscplize e seus mu-

tantes e revertentes.

4.8, Bioensaic

Suspensdes de conidios das linhagens Eg e Vi, de .
antigopliae, seus mutantes e revertentes preparacos segundo
o item 3.712.1. foram espalhadas em papel de filtro nos fras-
cos gque continham ninfas de 5. prolirus como descrito no
item 3.12.2.

Os resultados da porcentagem de mortalidade acumu-
lada de ninfas de 2. prolizue apds 7 dias de exposigao a di-
ferentes concentragdes de conidios dos isolados ensaiados en
contram-se nas Tabelas A.11, A.12, A.13 e A.14 do Apéndice.

As Tabelas A.15 e A.16 expressam a porcentagem de
mortalidade acumulada de ninfas de R. prolZzue apos diferen-
tes dias de exposigdo a uma concentracao aproximada de 330 x
102 conidios/ml das linhagens Eqg e V,4 de Y. cuisopliae e de

seus mutantes e revertentes.

4.8.1. Reisolamento dos isolados a partir das nin-

fas

Todas as ninfas mortas foram analisadas e 0 reiso-
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lamento do fungo foi feito, como descrito no Item 3.12.3.

A ninfa infectada pelo funéo (Figura 13) apresenta
va-se dura e quebradica talvez pela perda de agua e nutrien-
tes e o fungo apds 72 horas tem aparéncia branca e decorrido
7 dias, os conidios emergentes do corpo do hospedeiro, dao
coloracido verde a massa fungica que recobre o cadaver do in-
seto.

Foi possivel isolar o fungo em todos os insetos ,
0 gue assegura que a mortalidade causada na ninfa de R. pro-

lizus, foli provavelmente provocada pelo patdgeno em estudo.

FIGURA 13 - Ninfas de R. prolixus mortas pela infeccgao por

M. anisopliae.
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4.8.2. Analise estatistica da viruléncia dos isola

dos

Os resultados de bioensaios, referentes a virulén-
cia das linhagens E9 e V14 de M. aniscopliae, seus mutantes e

revertentes foram expressos na forma de LC50 e LTSO'

4.8.2.1. LCSO

A virulénciaqueé a medida do poder de infeccgiao pe-
lo patdgeno, foi expressa na forma de LCg,, que & a concen -
tracac de conidios necessaria para matar 50% da populacaoc de
ninfas de #. proilizus.

Os resultados de LC acham-se expressos nas Tabe-

50
las 16 e 17 e foram baseados na mortalidade acumulada de nin
fas de R. prolixus apds 7 dias de exposigébta diferentes con
centragéés de conidios, conforme dados das Tébelas A.11, A.12,
A.13 e A.14 (Apéndice). O grupo controle niao apresentou mor-
talidade.

As Figuras 14, 15, 16 e 17, represéntam graficamen

te o0s valores de mortalidade plotados em escala probit, ba-

seados em diferentes concentracdes de conidios.
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TABELA 16 — Concentracao letal 50% (LCSO),r Intervalos de Con
fianga (I.C.) das linhagens E9 e V14 de M. aniso
plice e de seus mutantes expressos em 102 coni
dios/ml.

Mutantes LC50 I.C.

Inferior Superior

Eq (padrao) 724,93 314,42 1.671,40

E9 ami” 2.272,43 711,11 7.261,74

E9 lip~ 2.160,72 B41,43 5.548,54

Eq prt- 906,20 423,43 1.939,16

Vi (padrao) 236,26 105,80 527,35

Vig ami~ 1.302,13 433,28 3.912,22

V14 lip~ 1.228,93 486,59 3.103,78

Vi prt- 283,84 111,29 723,98
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TABELA 17 - Concentracgao letal 50% (LCSO), Intervalos de Con

fianga (I.C.) das linhagens E9 e V14 de M. antso

, 2
plige e de seus revertentes, expressos em 10 co

nidios/ml.

Revertentes LC50 I.C.

Inferior Superior
Eg (padrdo) 724,93 314,42 1.671,40
Eg ami” 1.044,42 463,49 2.353,75
Eq 1lip* 972,46 424,14 2.229,92
E, prt’ 787,06 347,26 1.783,82
V,, (padrio) 236,26 105,80 527,35
Via ami” 353,58 146,97 850,71
Viga lip* 307,36 114,86 822,27
Vi prtt 213,40 99,36 458,31
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nius prolizus apds 7 dias de exposicio i linha-
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4.8.2.2, LTSO

LT50 expressa © tempc que uma concentrag¢do unica de
conidios provoca 50% de mortalidade na populagao de ninfas
de H. prolizus.

Os resultados de LTSO encontram-se nas Tabelas 18
e 19 e foram calculados com base na mortalidade acumulada de
ninfas de R, prolizus, apdos diferentes dias de exposicgao a
uma uUnica concentracdo de conidios (330 x 102 conidios/mil),
conforme valores das Tabelas A.15 e A.16 do Apéndice. Grafi-
camente esses resultados sdoc representados nas Figuras 18

19, 20 e 21.

TABELA 18 - Tempo letal (LTSO), Intervalos de Confianca (I.C.)
das linhagens Eg e V,, de M. anisopliae e de seus

mutantes.

Mutantes L'I‘50 I.C.
(dias) Inferior Superior

Eg (padrao) 8,05 7,40 8,76
Eq ami” 9,73 8,58 11,04
Eg lip~ 9,46 8,62 10,38
Eq prt- 8,41 7,76 9,11
v,, {padrdo) 6,37 5,77 7,04
Vig ami~ 7,84 6,90 8,92
Via prt” ' 7,86 6,87 ‘ 8,99
V. prt— 6,61 5,95 7,34

14
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TABELA 19 - Tempo letal (LTSO), Intervalos de Confianga (I.C.)
das linhagens Eqg e Vg de M. anisopliae e de seus

revertentes.

Revertentes LTg I.C.
(dias) Inferior Superior

Egq {padrao) 8,05 7,40 8,76
Eg ami” 8,65 7,89 9,48
Eq 1ip”* 8,39 7,68 9,16
Eg prt’ 8,20 7,48 8,98
v,, (padrdo) 6,37 5,77 7,04
Vi4 ami” 6,42 5,71 7,22
V,, lipt 6,60 5,90 7,37

Vig prt* 6,89 6,16 7,69
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4.8.2.3., Hipdtese de paralelismo

A verificacao de paralelismo das retas de regres -
sao, utilizando o teste de x? para os mutantes e revertentes
das linhagens Eg e V., de M. anisoplice em relagao aos LCgy
e LTg, estd representado nas Tabelas 20, 21, 22 e 23, ?Qde—

se observar que todos os valores foram ndo significativos ,
indicandoc que os mutantes e revertentes, derivados das linha
gens E9 e V14, podem ter o mesmo valor angular na equagao da
reta de regressao e que a distribuigao das respostas aderem

perfeitamente & reta de regressio, existindo uma concordadn -

cia satisfatdéria entre as curvas observada e calculada.
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TABELA 20 - Teste de x? para comparacao dos LCqy das linha-

gens Eq e V14 de M. antisoplice e de seus mutan -
tes.
Componentes G.L X2 Significancia*
Eg {(padrao) 2 2,38 n.s.
Eq ami~ 2 1,03 n.s
Eq lip~ 2 1,48 n.s.
E9 prt_ 2 0,20 n.s.
Heterogeneidade 8 5,09 n.s.
Paralelismo 3 3,41 n.s.
Total 11 8,50 n.s.
Vi (padrao) 2 0,84 n.s.
V.4 ami~ 2 0,32 n.s.
Vig lip~ 2 0,37 n.s
Vig prt- 2 3,74 n.s.
Heterogeneidade 8 5,27 n.s.
Paralelismo 3 3,07 n.s.
Total 11 8,34 n.s.

* n.s. nio significativo ao nivel de 5% de probabilidade
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TABELA 21 - Teste de x? para comparacac dos LCgq das linha-

gens Eq & V,, de M. anisopiiae e de seus rever -

tentes.
Componentes G.L. x? Significancia#®
Eq (padrao) 2 2,38 n.s.
E9 ami®* 2 1,30 n,s,
E, lipt 2 0,21 n.s.
Eg prt’ 2 3,43 n.s.
Heterogeneidade 8 7,32 n.s.
Paralelismo 3 0,11 n.s.
Total 11 7,43 n.s.
V14 (padrao) 2 0,84 n.s.
.+
V14 ami 2 0,29 n.s.
o+
V14 iip 2 1,81 n.s.
V14 prt+ 2 1,93 n.s.
Heterogeneidade 8 4,87 n.s.
Paralelismo 3 2,14 n.s.
Total 11 . 7,01 n.s.

* n.s. nao significativo ao nivel de 5% de probabilidade
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TABELA 22 — Teste de x? para comparacao dos LTcq das 1linha-

gens Egq e V,, de M. enisoplice e de seus mutan-

tes.
Componentes G.L. X2 Significancia*
Eq (padrao) 2 1,27 n.s.
Eq ami” 2 0,75 n.s.
Eq lip~ 2 0,74 n.s.
Eq prt- 2 1,19 n.s.
Heterogeneidade 8 3,95 n.s.
Paralelismo 3 3,16 n.s.
Total 11 7,11 n.s.
Via {padrao) 2 1,70 n.s.
V14 ami 2 0,22 n.s.
Vi lip~ 2 2,13 n.s.
V14 prt 2 1,02 n.s,
Heterogeneidade 8 5,07 n.s.
Paralelismo 3 2,13 n.s.
Total 11 7,20 n.s.

* n.s., nao significativo ao nivel de 5% de probabilidade



TABELA 23 - Teste de x? para comparacao dos LTc, das linha-

gens E9 eV

anisopliace e de seus rever-
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14
tentes.
2 o - *
Componentes G.L. X Significancia
Eg (padrao) 2 1,27 n.s.
Eg ami’ 2 0,98 n.s.
Eg lip* 2 1,25 n.s.
Eg prt+ 2 6,78 n.s.
Heterogeneidade 8 4,28 n.s.
Paralelismo 3 0,28 n.s.
Total 11 4,56 n.s.
Via {(padrao) 2 0,80 n.s.
; +
V14 ami 2 0,83 n.s.
.+
V14 lip 2 0,46 n.s.
+
V14 prt 2 0,44 n.s.
Heterogeneidade 8 2,53 n.s.
Paralelismo 3 1,89 n.s.
Total 11 4,42 n.s.

n.s. nao significative ao nivel de 5% de probabilidade
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4.8.2.4., Potencia Relativa

A poténcia relativa dos ICgy © LT, entre os mutan
tes, revertentes e as linhagens padrdes, pode ser calculada
se a hipotese de paralelismo das retas de regressdao se con -
firma, como mostra os resultados no item 4.8.2.3.

Os valoreé da poténcia relativa e seus Intervalcs
de Confiang¢a ao nivel de 95% para os LC50 se encontram nas
Tabelas 24, 25, 26 e 27. Graficamente esses resultados sao

ilustrados nas Figuras 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28 e 29,

TABELA 24 - Poténcia Relativa (R) e seus Intervalos de Con -
fianga para os LCc¢ das linhagens Eg e Vi, de M.

anisopliae e seus mutantes.

Mutantes Poténcia Relativa Intervalo de Confiancga
(R) Inferior Superior

Eqy (padrao) 1,00 - -

Eq ami~ 0,35 0,09 0,76

Eq lip~ 0,33 0,09 0,78

Eq Prt 0,78 ' 0,21 2,97

V,4 (padrao) 1,00 \ - -

Vig ami~ 0,15 0,04 0,61

V14 lip~ 0,15 0,04 0,63

Via prt- 0,91 0,23 3,55




TABELA 25 - Poténcia Relativa

(R) e seus Intervalos de

87

Con-

fianga para os LC50 das linhagens E9 e V14 de M.

anicsopliae e seus revertentes.

Revertentes Poténcia Relativa Intervalc de Confiancga
(R) Inferior Superior

Eg (padraoc) 1,00 - -

Eq ami” 0,70 0,22 2,26

Eg lip* 0,74 0,24 2,38

Eg prt* 0,92 0,28 3,02

Vig (pad;éo) 1,00 - -

v, amit 0,59 0,17 1,90

o lip* 0,61 0,20 1,93

Via prt” 1,15 0,35 3,78
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TABELA 26 — Poténcia Relativa (R) e seus Intervalos de Con-

fianga para os LT¢, das linhagens E9 e V14 de M.
aniegoplice e seus mutantes.
Mutantes Poténcia Relativa Intervalos de Confianca
(R) Inferior Superior
Eg (padrao) 1,00 - -
E9 ami” 0,84 0,73 ¢,96
Eg lip™ 0,85 0,74 0,97
Eq prt- 0,96 0,84 1,09
Vi (pad;éo) 1,00 - -
V14 ami” 0,81 0,68 0,97
V14 lip~ 0,82 0,69 0,97

V14 prt~ ' 0,97 0,83 1,15
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TABELA 27 - Poténcia Relativa (R) e seus Intervalos de Con-

fianca para os LT50 das linhagens E9 e V14 de M.
aniscpliae e sSeus revertentes.
Revertentes Poténcia Relativa Intervalos de Confianga
(R) Inferior Superior
Eq (padrao) 1,00 - -
Eq ami” 0,93 0,82 1,05
Eq 1ip* 0,98 0,87 1,17
Eq prt’ 0,96 - 0,88 1,09
Vi (padré&o) 1,00 - -
v, ami’ 0,98 0,84 1,15
2 lip* 0,96 0,82 1,12

Vi prt”* 0,92 0,78 1,08
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das



Com os resultados obtidos nas Tabelas 24, 25, 26 e
27 e nas Figuras 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28 e 29, pode-se ob
servar gue:

| a) Os Intervalos de Confianca da Poténcia Relativa
para o0s LCSO dos mutantes das linhagens E9 e V14, somente os
mutantes Eg prt e Vi prt = superpdem aco padrao, indicando
que suas viruléncias nao sao diferentes estatisticamente as
linhagens E9 V1é de M. antsopliae, dos quais sao derivados.

b} A observacdo referida anteriormente é valida
também para os valores de Poténcia Relativa do LTSO'

c) Tedos os revertentes tem seus Intervalos de Con
fianga da Poténcia Relativa para os LC50 e LT50, superpostos
ac padrao, indicando que suas viruléncias ndo sao estatisti-
camente diferentes as linhagens Eg e Vi, de M. anisopliae.

d) Verifica-se resumidamente gue mutagao reversa
ou supressao, originando fenotipo de exocenzima selvagem, res
tabelece a viruléncia para o inseto utilizado, pelos menos
em condic¢does de nossos experimentos.

e) 0Os valores de LC50 e LT50 apresentam resultados
que levam a conclusdes semelhantes concernentes a viruléncia.

f) O mesmo tipo de mutacdoc e reversao nas duas li-
nhagens (E9 e V14) apresentam a mesma resposta de viruléncia

ao inseto testador utilizado.
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5. DISCUSSAO

5.1. Luz ultravioleta como agente mutagénico para XM,

antisopliae

A luz ultravicleta vem sendo largamente usada para
producdo de mutagdes em microorganismos, uma vez gue & de fa
cil utilizagdo, oferece pouco risco ao usuario e ndo preoduz
em tdo alto grau o problema de causar aberragOes cromossomi-
cas, ao contrario por exemplo dos raios gama.

A dose de irradiacao com luz ultravioleta para ob-
tencdo de mutantes & aguela gue geralmente permite 1 - 5% de
sobreviventes e particularmente para M. anisoplice, diferen-
tes mutacgdes tem sido obtidas como tal dose (TINLINE &
NOVIELLO, 1971; MESSIAS et alii, 1978; MESSIAS, 1979; MESSIAS
& AZEVEDO, 1980; SILVEIRA, 1983; FRIGO, 1983; SILVEIRA &
AZEVEDO, 1984).

As curvas de sobrevivéncia obtidas no presente tra
balho para as linhagens E9 e V14 de M. anisoplize {Figura 2)
evidenciam uma relacdo entre dose e mortalidade. Deve-se
‘realgar que diferentes linhagens de M. aniscopliae tem sensi-
bilidade variavel a luz ultravioleta como mostraram SANTOS
(1978); CORREA (1982) e ARRAIS DE MATOS“TH983). Uma mesma li-
nhagem pode apresentar resultados diferentes de mortalidade
provavelmente devido a poténcia alterada da léﬁpada e, em

vista disso, SILVEIRA (1983) sugere gue se use um dosimetro

95



para luz ultravioleta, o que torna possivel a medida das do-

ses, permitindo construir uma curva padronizada.

5.2. Enzimas extracelulares de M, anigsoplice

A verificégéo da producdo de enzimas eXxtracelula-
res em meio sdOlido permite com rapidez a selecdo de uma popu
lagao grande de fungos para auséncia ou presencga de exoenzi-
mas especificas e viabiliza faciimente variantes geneticos
que se queiram estudar, como citam HANKINS & AGNOSTAKIS (i1975).

A avaliacao na producaoc de excenzimas, foi determi
nada semi-gquantitativamente pela medida do halo formado e
didmetro da coldnia, sendo essa relacaoc denominada de indice
enzimatico, cujos resultados para amilase, lipase e protease
expressos na Tabela A.1. parecem indicar que a produgdo des-
sas exoenzimas tende a variacgdo continua, sugerindo caréater
poligénico, como cita BURNETT (1975). Outra excenzima produzida
por M. anisopliae € a guitinase, demonstrado por varios auto
res (HﬁBER; 1958; ROBINSON, 1966; GABRIEL, 1968a; ROSATO et
alii, 1981; LEITE & MESSIAS, 1984; SILVA, ndc publicado) e
todos concordam que as enzimas extracelulares devem ter algu
ma fungdoc no processo de patogénese.

Um estudo de melhoramento genético relacionado a
produgéo dessas expenzimas, poderia resultar linhagens pro-
missoras para maior viruléncia no controle de populagbes de

insetos.
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5.3. Obtencdo de mutantes e revertentes exoenzimaticos

A irradiacdo com luz ultraviocleta em conidios das
linhagens E9 e V14 de M. anisopliae, produziu mutantes e re-
vertentes exoenzimaticos com freqiéncias apresentadas na Ta-
belas 3 e 4. Baseado nessas freguéncias, pode-se verificar
que os valores sao proximos e geralmente a freqﬁéncia de mu-
tagao reversa de uma marca genética & significativamente me-
nor que a frequéncia de mutagdo direta, como assinalam STENT
& CALENDAR (1978) para Fscherichia coli. Desse modo, embora
a analise de freguéncia de mutacdo e reversao seja simplista,
pode-se levantar a hipdtese de gue a restauracdo do fendtipo
normal, seja resultado de supressao, que classi;amente e um
termo usédo pafa designar a reversdao de um fendtipo mutante
através de uma segunda mutagdo em um locus distinto daguele
da mutagdo original, como descrevem FINCHAM & DAY (1971). Re
visoOes detalhadas sobre supressao em fungos filamentdsos po-
dem ser encontradas em MIRANDA FILHO (1972), HARTMAN & ROTH
(1973); MONTEIRO (1979) e COSTA (1981).

A selecgdo dos mutantes para amilase e lipase pode
ser facilmente distinguivel dos tipos selvagens, pois como
verificado nas Figuras 5 e 6, eles nao produzem halos e con-
sequentemente tem Indices enzimaticos iguais a um. Os mutan-
tes para protease apresentam indices enzimaticos diferentes
de um e portanto fez-se necessario uma analise de variancia
(Tabela 6) e teste de Tukey {Tabela 7), cujos resultados per
mitiram discerni-los do tipo selvagem. |

Analise dos revertentes (Figuras 8, 9 e 10), mos-

trou o restabelecimento do fendtipo, verificado pelos indi -
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ces enzimaticos correspondentes a cada enzima extracelular
alterada.

Todos os mutantes e revertentes obtidos, nac reve-
laram efeito pleiotrdpico visivel pelas observagbes efetua-
das como: taxa de crescimento,da ccldnia, esporulacéo'e mor;h
fologia, embora esses resultados nao constem nesse trabalho.

Estudos genéticos complementares nos mutantes e re
vertentes, como cruzamentos entre os mutantes, revertentes ,
e tipo selvagem por exemplo, poderiam elucidar a natureza ge
nética da mutacdo e/ou reversdo.

Deve ser realcado que,lembora nao se detectasse ha
los para os mutantes amilase e lipase e esse se revele peque
no para protease, essas enzimas devem ocorrer intracelular -
mente pois todos os isolados desenvolvem-se bem em meio de
cultura contendo como fonte de carbono amido, tween 20 e ge-

latina, respectivamente (SILVA, nao publicado).

5.4. Padrdes eletroforéticos para c-esterase

Os resultados obtidos na Figura 12, permitem dis -
tinguir diferentes padrdes eletroforeéticos para a—esterase
nas linhagens Eqg & Vi, de M. anisopliae. Esses dados confir-
mam a variabilidade detectada no sistema esterase de M, ani-
‘sopliae, permitindo a caracterizacao de linhagens diferentes,
como ja foi verificado por De CONTI et alii (1980).

Os mutantes lipase em ambas as linhagens, apresen-—
taram auséncia de uma banda, talvez indicando que tenha ocor

rido alteracdo no(s) gene(s) para a-esterase, provocadcs pe-
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la luz ultravioleta, semelhante ao mutante'ﬁorfolégico de ¥.
anisopliae, reportado por PENALVA DA SILVA & AZEVEDO (1983).

Os‘revertentes lipase mantiveram os mesmos padrdes
dos mutantes lipase e admitimos algumas hipdteses para o fe-
némeno. Uma delas &€ gue o halo para lipase ndo corresponde
aos padrOes a-esterases, pols no revertente a vblta do feno-
tipo exoenzimatico lipase, implicaria no reaparecimento da
banda perdida no mutante lipase, o gque nao ocorreu. A ausén-
cia da banda nao se relaciona com a viruléncia da linhagem
(item 5.8.2.) pois o restabelecimento da viruléncia no rever
tente lipase ndac mostrou nova formacgldo de banda. Isto alias,
confirma que nao ha relacdo de viruléncia e padraoc eletrofo-
rético para wu-esterase, fato ja assinalado por ALVES (1982)
gue encontrou isolados de padroes eletroforéticos com dife -
rentes patogenicidades.

Estudos complementares de padrdes eletroforéticos
para protease e amilase nos mutantes e revertentes poderiam
esclarecer se o fendmeno observado para o—-esterase poderia ser
confirmado ou nao para essas enzimas.

Deve-se realgar que a caracterizagdo da patogenici
dade de uma linhagem de ). agnisoplice compreende uma série
de requisitos como enumeram varios autores. Deve-se conside-

rar a producgdo de enzimas extracelulares (ROBINSON, 1966

-~

SAMBINAROVE & MISIXOVX, 1973; AL-AIDROOS & SEIFERT, 1980 )
producgdao de toxinas (KODAIRA, 1962; ROBERTS, 1966; CRISAN ,
1971} e germinacdo precoce e viabilidade dos conidios (AL~
AIDROOS & ROBERTS, 1978; DAOUST § ROBERTS, 1983a, b}.
Provavelmente esses fatores com‘outros, néao bem
estudados, agem na viruléncia e capacidade de infectar os di

ferentes hospedeiros, desde gque sejam oferecidas condigles
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favoraveis para o desenvolvimento do fungo.

5.5. Aspectos citoldgicos dos mutantes e revertentes

O nimero de niGcleos por conidio € bastante impor -
tante em estudos genéticos de fungos filamentosos, sendo que
aqueles com conidios uninucleados em sua grande maioria sao
os mais utilizados para analise genética, devido a facilida-
des na obtencio de mutantes, segregacdao de marcadores e ndo
interferéncia de heterocariose efou recombinacdo natural em
fungos com conidios binucleados ou multinucleados.

O0s valores de porcentagem dos conidios binucleadcs
das Tabelas 8, 2 e as analises de variancia das Tabelas 10 e
11, evidenciam que a proporc¢do de conidios binucleados nos
diferentes mutantes e revertentes, nao foi alterada pela ra-
diacdo ultravioleta. A presen¢a de conidios binucleados emn
M. anisoplice, segundo alguns autores (ZACHARUX, 1970b ;
TINLINE, 1971) devem ser resultados de anastomose ou proces-
so de germinacido tdo comuns em conidios. Apesar de ser cons-—
tatado baixa frequéncia de conidios binucleados em M. aniso-
pliace (MESSIAS et alii, 1978; ARRAIS DE MATOS, 1983 ; SIIVEIRA,
1983) esse fungo tem sido geneticamente analisado apds a de-
monstracdc de seu ciclo parassexual (MESSIAS, 1979; MESSIAS
& AZEVEDO, 1980; AL-AIDRCOS, 1980).

Constatou-se que os conidios uninucleados, apresen
tam nicleos em diferentes posig¢gdes (central e polar) e isso
talvez indique que o conidio com nicleo polar poderia estar

iniciando o proceséo de divisao, como sugere ZACHARUK (1970a)
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através de estudos de microscopia eletrdnica de conidos de
M. anisopliae.

0 ﬂﬁmero de niclecs por conidic também &€ um elemen
to auxiliar na diferenciégéo de linhagens hapldides e dipldi
des em ¥. aniscpliae, pois MESSIAS (1979); MESSIAS & AZEVEDO
(1980) e SILVEIRA (1983), constataram que os dipldides nao
apresentam conidios binucleados.

Os resultados expresscs nas Tabelas A.7 e A.8 ;
apresentam valores médios de comprimentos de conidios que
confirmam serem as linhagens E9 e V14, mutantes e reverten -
tes de M. anteopliae, pertencentes a variedade minor Ou gni-
sopliae, de acordo com o tamanho proposto por TULLOCH (1976)
para essa variedade. Os conidios sdo irregulares em seus for-
matos, desde quase - cilindricos até guase - esféricos, por
isso a leitura da largura nao foi efetuada devido a falta de
precisdo da mesma, como advertem AZEVEDO & MESSIAS (198t) e
esses autores devido a issec, sugerem a utilizagao de um
"Coulter Chanelizer" para medidas mals refinadas.

O comprimento de conidios ndo & efetivo para dis -
tinguir coldnias hapldides e diploides como foi demonstradc
para varios fungos como Aecpergillus oryzce, A. sojae (IKEDA
et alii, 1957); 4. fiavus (PAPA, 1973; MESSIAS, 1977); A.
parasiticus (PAPA, 1978); Aspergiicus sp. (PEREIRA, 1978) ;
M. anisoplice (MESSIAS, 1979; MESSIAS & AZEVEDO, 1980). Con-
trariamente a esses autores MAGOON & AL-AIDRCOS (1984}, re-

‘portaram que linhagens hapldides e dipldides de M. anisopliae
sao distintas, quandp comparadas pelo didmetro do conidio e
nucleo. Por outrc lado, TULLOCH (1976) b&sgado no tamanho
de conidios, sugere que em . gnisoplice a variedade major

poderia ser uma forma poliploide da variedade minor.
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A relacido tamanho de conidios e viruléncia da 1i -
nhagem em M. aniscoplice, apresenta resultados nao tac escla-
recedores devido a escassocs estudoé. MURAYAMA et alii (1982)
verificaram gue repicagens sucessivas de um isolado de M.
anisopliae em meio de arroz, resultaram em mudancas morfold-
gicas e de tamanho de esporos, bem como atenuagdo da virulén
cia em G. mellonella apss a 9@ repicagem. SILVA et alii (1982)
mostraram gque houve um pequenc aumento no comprimento de co-
nidios de ¥. aniscplize quando provenientes de subculturas ,
comparadeos com agqueles iscolados diretamente do inseto [Déois
sp (Homoptera: Cercopidae).

Outras anadlises poderdo ser realizadas, para obten
¢do de linhagens selecionadas para tamanho de conidios e
maior vifuléncia que talvez possam ser promissoras no contro

le de populacbes de insetos.

5.6. Taxa de germinacado dos conidios

No item 4.7., verificocu-se gue a taxa de germina -
¢ao dos conidios em MC, para os mutantes e revertentes exo -
e V

enzimaticos das linhagens E nao apresentou diferenca

9 147
estatistica significativa. Tais resultados sdo importantes
quando se realizam bicensaios comparando diferentes linha-

gens, pois um dos fatores importantes na viruléncia é a ger-
minagdo dos conidios ou viabilidade, como demonstraram DAOUST
& ROBERTS (1982, 1982a, b).

Varios fatores, entre eles a temperatura, umidade

e luz, influem na germinacao dos conidios e, consequentemen-



103

te, atuam na viruléncia das linhagens, como assinalam ROBERTS

& YENDOL (1971); YENDOL & HAMLEN (1973) e FERRON (1978).

5.7. Infeccao das ninfas por isolados de M. anisopliae

Os resultados obtidos no item 4.8.1. indicaram que
conidios de M. anisoplice em suspensao salina, provocam in -
fecgio e morte em ninfas de £. prolizus. Esses dados sdao con-
trastantes aos reportados por SHERLOCK & GUITTON (1882) gue
concluiram gque M. anisoplice quando utilizado em suspensao
aqucosa apresenta ba;xa infectividade para os triatomineos ;
mas os autores nido determinaram a viabilidade e concentragao
dos conidios empregados e nem qual linhagem utilizaram, sen-
do provavelmente sua baixa viruléncia a justificativa de
seus resultados.

Atraves das observacdes realizadas nas ninfas mor-
tas (Figura 13) e durante o processo de infeccgao, verifica -
mos que o inseto apresenta diminuicac de movimentos, .com pou
ca reacdo aos estimulos externos e depois de morto, a emer -
géncia do fungo & semelhante ao observado por varios autores
em diferentes hospedeiros (BALFQUR-BROWNE, 1960; MADELIN '
1963: McCAULEY et alii, 1968; VEEN, 1968; FERRON, 1978; MOURA
COSTA, 1978; SHERLOCK & GUITTON, 1982).

Estudos histopatcldgicos dos exehplares infectados
poderdo esclarecer o mecanismo patogénico do fungo para R.

prolixus e em outros triatomineos.
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5.8. Virulencia dos isclados

A discussao da viruléncia dos mutantes e reverten-
tes das linhagens Eqg e Vg de M., anisoplice baseia-se nos re
sultados obtidos nos itens 4.8.2.1., 4.8.2.2., 4.8.2.3. e
4.8.2.4.

be acordo'com 0s resultados de LC50 ilustrados nas
Figuras 14, 15, 16 e 17, pode verificar claramente um efeito
direto entre concentracdo de conidics e mortalidade dos inse
tos. Apesar das dosagens serem representadas pelo numero de
conidios esperadc para os diferentes isolados, convém mencio
nar gue a guantidade de esporos gque aderiram as ninfas deve
ter sido bem menor, mas torna-se impraticavel o calculo real
de conidios infectantes.

Os valores de LCcq das linhagens selvagens E9 e
V14, obtidos nas Tabelas 16 e 17, nao podem ser comparados
diretamente com ©s resultades obtidos por MOURA COSTA (1978)
que verificou pela primeira vez que Rhodnius prolizus &€ sus-—
ceptivel a M. aniscopliae, pois ndo se informa nesse artigo
a linhagem utilizada do fungo, concentracdo de conidios, umi
dade relativa do ar, temperatura durante o experimento e nu-
mero de insetos tratados e do controle.

As observagldes sobre ETSO; ﬁsSeﬁelham-se -équelas

feitas para LC verificando-se através das Figuras 18, 19,

50°
20 e 21 um efeito direto entre tempo de exposigdo a conlidios

e mortalidade dos insetos.

507

somente com a comparac¢ao de viruléncia por LCSO’ nao se esti

Ressalte-se a importancia de calcular LT porque

ma com precisdo o efeito patogénico de uma linhagem, pois o
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tempo de mortalidade &€ um fator importante nos bicensaios ,
principalmente em aplicac¢des de campo, coﬁo salientam BENZ
(1971); BURGES & THOMSON (1971).

Os experimentos de bicensaios realizados, foram
tentativamente padronizados para varios fatores como: ausén-
cia de mortalidade no controle; temperatura, luz e umidade
controladas; mesmo estadio e tamanho semelhante das ninfas
e mesmo tempo de regime de fome dessas. Todas essas varia-
veils podem influenciar os resultados de biotestes, como de-
monstraram alguns autores para diferentes hospedeiros de fun

gos entomopatogénicos (VEEN, 1968; ZACHARUK & TILINE, 1968

~

FERRON & ROBERT, 1975; FERRON et alii, 1975; LATCH, 1976

-

MESSIAS et alii, 1980). Sugerimos para futuros estudos, bio-
ensaios em R. prolixzus e outros triatomineos, verificando
efeitos de sexo, estadios e alimentacgdo das ninfas na suscep
tibilidade ao pétégeno M. anisopliae.

As comparacOes de viruléncia entre os mutantes, re
vertentes e linhagens selvagens dos quals foram derivados ,
foram possiveis através da poténcia relativa, pois, em todos
08 casos analisados, observou-se paralelismo das retas de
regressao, conforme resultados obtidos nas Tabelas 20, 21 ’
22 e 23. Segundo enfatizam varios autores (BLISS, 1835 ;
COCHRAN, 1938; LITCHFIELD & WILCOXON, 1949; SCOSSIROLI, 1962;
FINNEY, 1971) existe necessidade de ocorrer paralelismoc en-
tre as linhas de regressae, para que as diferencas observa -
das.sejam ou ndo significativas, através da sobreposigao dos
intervalos de confianca da poténcila relativa.

0s resultados obtidos de poténqia relativa dos mu-
tantes e revertentes, derivados das linhagens E9 e V14 de M.

anisopliae, necessitam uma discussao pormenorizada, como des
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crevemos abaixo.

5.8.1. Virulencias dos mutantes amilaseé e reverten

tes amilase™

Foi constatadoc que os mutantes amilase das linha-
gens E9 e V14 apresentam viruléncia menor que o tipo selva -
gem e que reversac, dessa marca, restabelece a viruléncia
Esses resultados nos permite concluir gue ha uma relacgdo en-
tre viruléncia e amilase extracelular. EVLAKHOVA (1966), re-
portou atividade amilolitica de fungos entomopatogénicos re-
lacionadé a patogenicidade; a mesma conclusdo foi obtida por
AL-ATIDROQS & SEIFERT (1980) que conseguiram obter mutantes
de M. anisoplige que aumentavam degradacao de amido e mostra
vam ser hipervirulentas a Culex pipiens pipiens em ensaios
de laboratério.

A explicagao possivel para relacionar exoenzima
amilase e viruléncia pode ser devido a reserva de carboidra-
to de R. prolizus estar na forma de glicogénio (WIGGLESWORTH ,
1967) o qual € degradado pela amilase e transformado em tre-
halose, o qual circula na hemeolinfa conforme FLORKIN &
JEUNIAUX (1974), Assim, o fungo "in vive" poderia utilizar o
glicogénio e acelerar a invasido dos tecidos do inseto. Entre
tanto, HEALE (1984) verificou que uma linhagem de Vertieillium

lecanis era altamente virulenta a afidios, mas ndo produto-
ra de exoenzima amilase e, isso pode estar relacionado aoc ti
po de hospedeiro e fungo, mostrande gque essa caracteristica

exoenzimatica ndo pode ser generalizada.

HEALE, J. (1984) - comunicagao pessoal
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5.8.2. Virulencia dos mutantes lipase e reverten-

tes lipase”

Os mutantes lipase” das linhagens E_, e V., de M.

9 14
anisopliae apresentaram viruléncia menor a ninfas de 3. pro-
ilixus € 0S revertentes lipase+ a restabeleceu, num nivel se-
melhante ac tipo normal ou selvagem. Desse modo, a produgéo
de exoenzima lipase e viruléncia, nessas linhagens e hospe -
deiro citado, estdo relacionadas. Tal conclusdo é apoiada
também pelo fato da cuticula de ninfas de A. prolixus ser
constituida fundamentalmente de guitina, protelnas e lipi-
dios (WIGGLESWORTH, 1967) e, a exclipase, teria papel na di-
gestao de lipidios da epicuticula, facilitando a penetracdo
do fungo no corpo do hospedeiro. KOIDSUMI (1857) foi o pri -
meirc autor que evidenciou o papel dos lipidios em larvas de
Chilo simplex (Lepidoptera: Pyralidae) como barreira na cuti
cula para penetracdo de Adspergilliz flavus e outros fungos e
constatou que a remocgdo da epicuticula facilitava a penetra-
cao dos entomopatdgenos. Entretanto, ROBINSON (1966) contes-
tou tais resultados, pois argumentou gue a remogdao da epicu-
ticula levaria a um aumento na mortalidade dos insetos hospe
deiros e verificou que a remocdo de lipidios da epicuticula
em Tenebrio moiitor (Colecoptera: Tenebrionidae) por solven -
tes organicos, ndo facilitava a penetracdo de diferentes fun
gos, mas admitiu que os resultados conflitantes originavam -
-se do uso de diferentes insetos. Varios autores{SAMgIﬁﬂkOVK
et alii 1971; SAM‘éIﬁKxovz{ & MISTKOVA, 1973; PEKRUL & GRULA ,
1979; SMITH et alii, 1981) enfatizam para diferentes hospe -

deiros e fungos entomopatogénicos, a importancia da lipase



na penetracao da cuticula pelo fungo atraves da digestdo de

lipidios na epicuticula. Contudo, relacao entre atividade 1i
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politica e viruléncia, foi verificado somente no fungo Beau-

veria tenella infectando Melolontha melolontha (Coleoptera:
Scarabeidae), como reportado por SECRETAIN et alii (1971) ;
PARIS & SECRETAIN (1975 e 1978); PARIS et alii (1875); PARIS

& FERRON (1979).

5.8.3. Viruléncia dos mutantes protease e rever -

tentes protease+

Os mutantes protease das linhagens Eg e V14 de M,
anisopliae apresentaram viruléncia atenuada em relacdo ao ti
po selvagem, entretanto, essa nao foi estatisticamente signi
ficativa. 0s revertentes protease+, melhoraram sua virulén -
cia em niveis semelhantes as linhagens padres. A auséncia
de significancia estatistica na viruléncia dos mutantes pro-
tease” , pode ser explicada pelo fato de ndo conseguirmos mu-
tantes com indices enzimaticos iguais a um, © que ocorreram
com os mutantes amilase e lipase . Isso implica que a exo -
protease estimada semiquantitativamente foi maior gue as exo
enzimas amilase e lipase, consequentemente a viruléncia dimi
nuiu, mas ndo tanto como a dos mutantes amilase e lipase .
Também pode-se explicar gue a exoenzima protease nac tem co-
mo amilase e lipase, relagdo com a viruléncia. A respeito de
producdo de enzima extracelular protease e viruléncia da 1li-
nhagem, artigos conflitantes foram reportados para diferen-

tes patdgenos e hospedeiros. Alguns autores ndo encontraram
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associacgao entre esses fatores (WRETLIND & KRONEVI, 1978 ;
AL-ATIDROOS & SEIFERT, 1980; JARREL & KROPINSKI, 1982); ou-
tros verificaram relacgdo inversa (PARIS & SEGRETAIN, 1975 )
mas contﬁdo nenhum justificou seus resultados encontrados.

Inquestionavelmente, atividade proteolitica & im -
portante na penetragao do integumento pelo fungo, (SAMgﬁhEDVﬂ
et alii, 1971; SAMSINAKOVA & MISIKOVA, 1973; PEKRUL & GRULA,
1979; SMITH et alii, 1981) pois proteinas sao elementos cans
tituintes comuns em toda cuticula de artrOpodos e sua diges-
t3o0 & um dos eventos necessarios para o processo de invasdo
do entomopatdgeno.

0 isolamento de mutantes quitinase e revertentes
quitinase+ poderia complementar o estudo das principais exo-~
enzimas que atuam na viruléncia. A analise em conjunto do mu
tantes e revertentes através de técnicas histopatoldgicas po

deriam esclarecer pontos obscuros no processo de infecgdo e

colonizacdo do hospedeiro pelo fungo.
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6. CONCLUSOES

Dos experimentos realizades e de acorde com os re-
sultados obtidos e discutidos, as seguintes conclusces podem
ser tiradas:

1. A luz ultravioleta foi agente mutagénico efeti-
vo a M. anisoplice, permitindo a obtencao de diferentes mu -
tantes para ndo produgdo de exoenzimas amilase, lipase e com
baixa producgdo de protease. Induziu também reversdoc ou su-
pressdo dessas marcas, restabelecendo o fendotipo exoenzimati
co.

2. Eletroforese para padrbes de a-esterase, reve -
lou gue somente os mutantes lipase sofreram alteracio e que
os revertentes 1ipase+ néo restabeleceram o padrdo normal pa
ra essa isoenzima.

3. Os aspectos citoldégicos comprimento de conidios
e numero de nGcleos por conidic nos mutantes e revertentes ,
revelaram que a luz ultravioleta nao produziu efeitos pleio-
trdépicos nessas caracteristicas morfoldgicas.

4. Os mutantes e revertentes apresentaram taxa de
germinagdo de conidios em MC, semelhante acos tipos selvagens
dos quais foram derivados.

5. Os mutantes amilase” e lipase , apresentaram in
dices enzimaticos iguais a um, ndo detectando-se halos, ao.
passo gue os mutantes protease mostraram halos reduzidos ,

portanto com indices enzimaticos diferentes de um.
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6. Os bicensaios dos mutantes a F, prolizus, reve—
laram que os mutantes amilase e lipase” apresentaram viru -
léncia menor que os tipos selvagens. 0Os mutantes protease”
mostraram viruléncia que nao foi diferente estatisticamente.

7. A viruléncia de todos os revertentes foi resta-
belecida a niveis semelhantes aos tipos selvagens.

8. A viruléncia de M. anisopliae var. anisopliae a
R. prolizus € alterada em funcgdo de modificacdes na producgéao

de exoenzimas e isso € promissor no controle de triatomineos.
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7. RESUMO

O presente trabalhe foi ceonduzido com a finalidade
de se estudar através do indice enzimatico, a obtencgdc de di
ferentes mutantes de ¥. aniscplice para ndo producdao de exo-
enzimas amilase, lipase e protease e revertentes, utilizando
luz ultravioleta. Também procurou-se caracterizar os mutan-—
tes e revertentes exoenzimaticos, através de eletroforese pa
ra os padroes de a-esterase e aspectos citoldgicos como com-
primento de conidios e numero de nlGcleos por conidio. Por
fim, determinou-se a viruléncia dos mutantes e revertentes a
ninfas de 39 estadio de Rhcdnius prolizus. Para isso, empre-
e V

garam-se as linhagens E 14 de . anisopliae var. g=uisc -

S
plice. Os mutantes amilase e lipase  apresentaram indices
enzimaticos iguais a um, 0 que n@oocorreram com os mutantes
protease” . Todos 0s revertentes apresentaram fendtipo exoen-
zimatico semelhante aos tipos selvagens. Ndo houve alteracgao
na germinacac, comprimento de conidios e numeroc de nacleos
por conidio dos mutantes e revertentes. O -padrdc eletroforé-
tico de a-esterase mostrou-se diferente somente nos mutan-
tes lipase-, entretanto ndo houve alteragdo para os reverten
tes correspondentes lipase+. A viruléncia dos mutantes amila
se” e lipase” diminuiu significativamente, enquantc os mutan
tes protease  , ndo mostraram reducgao significativa. Os rever

tentes restabeleceram a viruléncia em niveis semelhantes aos

tipos selvagens.
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8. SUMMARY

The present work was conducted in order to study

by means of enzymatic index the obtainment of mutants of
Metarhizium anisopliae var. anisoplice strains Ey and Vi
which lost or had some reduction in their capability to
produce extracellular enzvmes namely amylases, lipases and
proteases as well their reversion induced by ultraviolet
light.

The mutants and revertants were characterized

electrophoretically for a-esterase pattern and cytologically
for conidia size as well as number of nuclei.

The virulence of mutants and revertant strains
were evaluated in bioassays against third instar nymphae of
Rhodnius prolizus. The mutant strains for amylase and lipase
showed enzymatic indexes equal to one but the same was not

observed for the proteclytic mutant. The revertant strains

were phenotypically similar to their parental strains, and
it was not observed variation in length, germination and
number of nuclei per conidia for both mutants and their
revertants, |

The electrophoretic pattern for as-esterases was
similar for most of the studied strains except for the

mutant showing deficiency for lipolytic activity.
The virulence of amylolytic and lipolytic mutants

were reduced when compared to their parental strain, while



114

the proteclytic mutants did not show any significant reduction.

The virulence was restored for all revertant strains.
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TABELA A.5. - Proporcac de conidios binucleados da linhagem

Eg de M. anisoplice e de seus mutantes e rever

tentes.
Isolados Proporcao de conidios binucleados
E, 0,05 0,08 0,02 0,03 0,06
Egqami” 0,04 0,03 0,06 0,05 0,07
Eg lip~ 0,03 0,03 0,04 0,05 0,08
Eg prt- 0,08 0,02 0,03 0,06 0,05
Eq ami® 0,03 0,04 0,05 0,03 0,06
Eq lip” 0,05 0,04 0,03 0,06 0,02
Eq prt” - 0,02 0,03 0,07 0,06 0,05
TABELA A.6. - Proporcao de conidios binucleados da linhagem
Vyq de M. anisopliace e de seus mutantes e rever
tentes.
Isolados Proporcao de conidios binucleados
Viga 0,05 0,03 0,03 0,04 0,05
V,, ami” 0,03 0,04 0,03 0,04 0,04
Vi, lp~ 0,04 0,06 0,05 0,04 0,04
V., PrtT 0,06 0,05 0,04 0,04 0,04
Va4 ami* 0,04 0,03 0,05 0,03 0,04
V4 lip” 0,03 0,05 0,06 0,04 0,03
v,, prt’ 0,04 0,03 0,04 0,03 0,04
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- Taxa de germinagdo da linhagem Eg de M. aniso-

pliae e de seus mutantes e revertentes em MC.

Isclados Taxa de germinagao*

Eg 0,94 0,95 0,97 0,96 0,99
Ey ami” 0,95 0,96 0,98 0,94 0,96
Eq lip 0,99 0,96 0,98 0,97 0,99
Eq Prt. 0,94 0,89 0,93 0,96 0,98
Eq ami” 0,95 0,94 0,98 0,97 0,96
Eg 1lip’ 0,96 0,99 0,93 0,94 0,93
Eq prtt 0,97 0,96 0,98 0,99 0,95

* Cada valor corresponde ao exame de 100 conidios.

TABELA A.10. — Taxa de germinacdo da linhagem Vi4 de M. ani-

sopliae e de seus mutantes e revertentes en
MC.
Isolados Taxa de germinagao*
Vg 0,92 0,90 0,93 0,86 0,89
Vig ami” 0,95 0,93 0,90 0,82 0,90
Vg lip 0,94 0,93 0,93 0,94 0,91
Vg prt” 0,90 0,94 0,91 0,88 0,87
Via ami® 0,93 0,90 0,95 0,93 0,89
V.4 lip* 0,91 0,96 0,93 0,92 0,93
Vig prt”’ 0,90 0,89 0,92 0,88 0,95

* Cada valor corresponde ao exame de 100 conidios.
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TABELA A.11. - Porcentagem de mortalidade acumulada de nin-

fas de =.

linhagem Eg

rrolizxus apos 7 dias de exposicgio a

de Y., aniscopliae e seus mutantes.

Mutantes ConcentragéZo (conidios/ml) Porcentagem de mor
talidade acumulada
Eg (padrao) 325 x 10 16
325 x 102 40
325 x 10° 60
325 x 10% 96
Eg ami~ 330 x 10 12
330 x 10° 40
330 x 10° 52
330 x 10° 72
Eg lip 310 x 10 18
310 x 102 36
310 x 10° 48
310 x 107 80
Eq prt- 310 x 10 12
310 x 10° 32
310 x 10° 68
310 x 10° 92
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TABELA A.12. - Porcentagem de mortalidade acumulada de nin-

fas de R. prolixus apds 7 dias de exposigéo a

linhagem V14 de M. anisopliae e seus mutantes.

Mutantes Concentracgao (conidios/ml) Porcentagem de mor
talidade acumulada
v,, (padrdo) 400 x 10 24
400 x 102 56
400 x 10° 92
400 x 102 96
V,, ami” 315 x 10 16
315 x 102 40
315 x 10° 60
315 x 104 76
V., lip” 306 x 10 12
306 x 10° 36
306 x 10° 64
306 x 10° 80
V4 Prt” 370 x 10 20
370 x 107 64
370 x 10° 80
370 x 10% 92
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- Porcentagem de mortalidade acumulada de nin-

fas de R. prolirus apds 7 dias de exposigdo a

linhagem Eg de M. anisopliae e seus reverten-

tes.

Revertentes

Concentracdc {(conidios/ml)

Porcentagem de moxr

talidade acumulada

By {padrao)

E9 ami

E9 lip

+
E9 prt

325
325
325

325

305
305
305

305

340
340
340

340

320
320
320

320

10
10
10

10

10
10
10

10

10
10
10

10

10
10
10

10

16
40
60

96

12
36
56

92

12
40
64
88

20
28
64

96
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TABELA A.14. - Porcentagem de mortalidade acumulada de nin-

fas de R. prolirus apds 7 dias de exposigdo &

linhagem Vi de M. anisopliae e seus reverten

tes.

Revertentes

Concentracgdao (conidios/ml})

Porcentagem de mor

talidade acumulada

Vig (padrio)

14 ami

V14 prt

400
400
400

400

305
305
305

305

360
360
360

360

350
350
350

350

10
10
10

10

10
10
70

10

10
10
10

0

10
10
10

10

24
56
92

96

20
52
80

92

20
60
80
88

24
52
84

96
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