Mem. Inst. Oswaldo Cruz, Rio de Janeiro, Vol. 84, Supl. III, 27-29, 1989
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BIOLOGICO DE INSETOS: UTILIZACAO DO PROCESSO PARAMEIOTICO
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O controle biolégico de insetos, especialmen-
te as pragas agricolas, por microrganismos, vem
em anos mais recentes, sendo considerado como
uma importante alternativa ao controle quimi-
co. Nao apresentando problemas como a alta
toxicidade e a emergéncia de resisténcia nos in-
setos, 0 que ocorre no controle quimico, o con-
trole microbiolégico pode, uma vez usado con-
venientemente, contribuir para a reducdo dos
prejuizos causados por pragas da Agricultura.
Para isso, ha necessidade de uma maior cons-
cientiza¢gdo do usuario com otimizagao das con-
digdes de produgcdo e aplicagio (Baldwin,
1987). Também, o melhoramento genético apli-
cado a espécies entomopatogénicas pode levar a
obtengao de linhagens com caracteristicas gené-
ticas favoraveis como, entre outras, maior efi-
ciéncia, alta especificidade, resisténcia a inibido-
res, e maior facilidade de producao e dissemina-
¢30 do entomopatogeno. Entretanto, para que
os meétodos de melhoramento genético possam
ser utilizados, ha necessidade de um amplo co-
nhecimento da Biologia dos fungos a serem me-
lhorados, especialmente dos processos de
recombina¢do que ocorrem nesses fungos. Além
da utilizagdo da variabilidade natural ja existen-
te na espécie, e do isolamento de mutantes es-
pontaneos ou Induzidos, o perfeito-conheci-
mento dos sistemas de recombinacao existentes
€ um requisito essencial para que o melhora-
mento genético possa ser aplicado. Em fungos
filamentosos, o processo de recombina¢do por
meio do ciclo sexual ocorre em diferentes espé-
cies e, nesse caso, o melhoramento genético, a
semelhanga do que ocorre em plantas e animais
superiores, pode ser realizado por processos
convencionalmente usados. No entanto, a gran-
de maioria dos fungos entomopatogénicos sdo
Deuteromicetos ou fungos imperfeitos, isto €,
nio possuem um ciclo sexual. E o caso, entre
outros, de fungos entomopatogénicos largamen-
te utilizados no controle de insetos como o
Metarhizium anisopliae, a Beauveria bassiana e
o Verticillium lecani. Nestes casos, alternativas
genéticas de recombinagdo como o ciclo paras-
sexual e processos biotecnolégicos mais recen-

tes como a fusdo de protoplastos e a tecnologia
do DNA recombinante tém que ser buscadas,
caso se queira desenvolver o melhoramento
genético nessas espécies. De fato, o ciclo pa-
rassexual ji foi descrito em M. anisopliae (Mes-
sias, 1979; Messias & Azevedo, 1980; Al-
Aidroos, 1980, e Riba et al., 1980) e, mais re-
centemente, em B. bassiana (Paccola-Meirelles
& Azevedo, 1989). Também a fusio de proto-
plastos ja foi descrita como um método auxiliar
a0 melhoramento genético de M. anisopliae
(Silveira & Azevedo, 1987). Nos trabalhos reali-
zados em M. anisopliae ¢ B. bassiana para a des-
coberta no ciclo parassexual, conduzidos no
Instituto de Genética, ESALQ/USP, verificou-se
que uma alta freqiliéncia de recombinantes po-
deria ser obtido a partir de heterocarios, sem o
isolamento de um dipldide estivel. Esse feno-
meno que ja havia sido relatado anteriormente
em outros fungos, foi denominado de para-
meiose (Bonatelli Jr. et al., 1983). No presente
trabalho, vdo ser relatados detalhes da ocorrén-
cia do processo parameiético em espécies ento-
mopatogénicas, e como ele pode ser usado, de
modo eficiente, no melhoramento genético.

Para que se possa entender o processo da pa-
rameiose € necessario resumir 0 que vem a ser o
ciclo parassexual em fungos, que foi descrito
pela primeira vez em Aspergillus nidulans por
Pontecorvo & Roper (1952). No ciclo parasse-
xual, a2 semelhan¢a do ciclo sexual, nicleos
hapléides fundem-se espontaneamente nas
hifas, produzindo nicleos diploides. Entretan-
to, ao contrdrio do ciclo sexual, esta fusiao é
rara ¢ ndo ocorre em estruturas especializadas
nas hifas. Assim, em um heterocario (hifas cons-
tituidas por nucleos com caracteristicas genéti-
cas distintas), os nucleos dipldides formados, ao
contrario do que ocorre no ciclo sexual, ndo so-
frem o processo meidtico e, conseqlientemente
ddo origem, por divisdes mitdticas, a mais
nacleos diploides heterozigotos para as caracte-
risticas genéticas divergentes e, eventualmente,
d3do origem a conidios diploides, que podem ser
isolados se marcas seletivas estiverem envolvi-
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das. Esses conidios diploides, se cultivados em
meios apropriados dao origem a colonias di-
ploides que, por um processo de haploidizagado,
e também permuta mitotica, produzem recom-
binantes. Esses recombinantes podem combinar
caracteristicas genéticas favoraveis das duas li-
nhagens parentais utilizadas na formagdo do
heterocario e dipldide e, assim, um programa de
melhoramento genético pode ser montado, vi-
sando a obtencao e isolamento de linhagens
com qualidades conjuntas para o controle biolo-
gico, e que anteriormente existiam isoladamen-
te nas linhagens parentais.

O processo parameiotico € uma variagdo do
ciclo parassexual. Presumivelmente, em algumas
espécies de fungos, os diploides formados em
heterocarios sio extremamente instaveis e, as-
sim, sofrem haploidiza¢do e/ou permuta mit6ti-
ca na propria hifa heterocaridtica. Resultam
assim, nucleos recombinantes, que s&o Incorpo-
rados aos conidios produzidos pelo heterocario.
No caso de heterocdrios produzidos entre linha-
gens parentais diferentes, por possuirem marca-
dores auxotréficos, o que é o caso mais fre-
qiente, a sele¢io de diploides em meio minimo
nao recupera a maioria dos conidios derivados
pelo processo parameiotico. De fato, apenas
diploides, eventuais aneuploides e haploides
prototroficos s3o recuperados. Fot este fato que
levou a nio descoberta do processo até que Ball
& Hamlyn (1982), por fusdo de protoplastos
em Cephalosporium acremonium e Bonatelli
Jr. et al. (1983), utilizando meios seletivos
apropriados contendo requisitos nutricionais
puderam constatar a existéncia do processo que
foi entdo chamado pelos ultimos autores de
parameiose por ser um sistema que produz re-
combinantes hapléides diretamente de hetero-
cario, como no ciclo sexual, mas sem ser um
processo que envolva a presengca de divisdo
meidtica e corpos de frutifica¢do.

No fungo entomopatogénico M. anisoplae,
Bergéron & Al-Aidroos (1982) ja haviam se re-
ferido a alta instabilidade dos diploides obtidos
e, inclusive, aventaram a hipotese de que recom-
binantes hapléides poderiam ser obtidos de
heterocarios. Por fusfo de protoplastos, Silveira
& Azevedo (1987) demonstraram a existéncia
do fendmeno quando por fusdo de linhagens
contendo marcadores nutricionais e para colo-
racdo distintos, obtiveram a partir de produtos
de fusdo, recombinantes que possuiam carac-
teristicas das duas linhagens paréntais, sem a
ocorréncia de um dipléide intermedidrio. Assim,
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de um cruzamento entre linhagem de conidios
amarelos e com requisitos para adenina e cis-
teina com outra de conidios violeta e requeren-
do lisina e 4cido nicotinico, foi possivel, entre
outros, obter um recombinante que, além de
requerer adenina e cisteina de uma das linha-
gens, requeriam também lisina. Isto levou a um
estudo mais aprofundado do processo e por
meio de heterocarios, sem necessidade de fusido
de protoplastos. Bagalhi (1587), utilizando
meios apropriados, verificou a existéncia de
grande quantidade de produtos recombinantes,
provenientes do processo de parameiose. A Ta-
bela mostra um dos resultados relevantes obti-
dos em um cruzamento especifico em M. aniso-
pliae.

A descoberta do processo de paramelose em
M. anisopliae levou a pesquisar se 0 mesmo
fendmeno estaria também ocorrendo em outro
fungo entomopatogénico, a B. bassiana. Nesta
espécie, embora tentativas fossem realizadas, a
existéncia do ciclo parassexual ainda ndo havia
sido descrita. Como talvez isto fosse devido 2
alta instabilidade dos diploides formados, a
mesma metodologia utilizada anteriormente
para M. anisopliae revelou que, de fato, a alta
instabilidade do dipldide possivelmente era a
causa de seu nao isolamento mas, recombinan-
tes haploides foram obtidos em grande quanti-
dade (Paccola-Meirelles & Azevedo, 1989).
A Tabela di um exemplo de recombinantes
obtidos por parameiose em B. bassiana. Estava
assim demonstrado que o processo de para-
meiose, parece ser bastante comum em fungos
filamentosos e pode explicar a dificuldade de
detecgdo do ciclo parassexual em espécies onde
ele foi pesquisado e ndo encontrado.

As possibilidades do melhoramento genéti-
co de fungos entomopatogénicos fica, assim,
bastante ampliada com a existéncia da para-
meiose. Nesses casos, a simples construgdo de
um heterocirio e selecio em meio apropriado,
de conidios recombinantes, permite a obtengao
de linhagens que combinam caracteristicas nu-
cleares e citoplasmdticas dos pais envolvidos.
Como recombinantes prototréficos sdo obtidos,
os recombinantes podem aliar caracteristicas
favordveis dos pais para o controle biologico,
sem possuir marcadores auxotroficos e de colo-
ragdes distintas da linhagem selvagem que, em
geral, sao deletérias para o crescimento e efi-
ciéncia no ataque aos insetos-pragas. De fato,
Bagalhi (1987), utilizou recombinantes proto-
troficos de M. anisoplize em bioensaios, e veri-
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ficou que alguns deles eram tdo ou mais efi-
cientes que as linhagens parentais selvagens.
A parameiose utilizada como tal, ou aliada 2
processos como fusio de protoplastos e tecno-
logia do DNA recombinante, em programas
de melhoramento genético, devera levar 4 pro-
ducdo de linhagens com capacidades melhora-
das para o controle bioldgico de insetos.

TABELA

Recombinantes obtidos pelo processo parameidtico
em Metarhizium anisopliae ¢ Beauveria bassiana em
cruzamento entre linhagens com diferentes
marcadores geneticos

Tipos de recombinantes

nted
Cruzamento Sbtidos
M. anisopliae
E6 vio2, adeS, prol vio?2

X leu6
E9 ylol, leu6, ade9 selvagem
ylol leué6 prol

B. bassiana
ade?, thsl thsl
X metl
metl, biol selvagem

ade?, biol, metl, thsi

a (s simbolos ade, bio, leu, met, pro e ths designam
respectivamente requisitos nutricionais para ade-
nina, biotina, leucina, metionina, prolina e¢ tiossul-
fato de sddio. Os simbolos vio e ylo designam res-
pectivamente coloracdo violeta e amarela dos
conidios em oposi¢do ao tipo selvagem que € verde.
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