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INSTABILIDADE GENETICA DE LINHAGENS MONOSPORICAS DE
Metarhizium anisopliae

GENETIC INSTABILITY OF Metarkizium anisopliae MONOSPORIC STRAINS
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O fungo entomopatogénico Metarhizium anisoplize apresenta eficiéncia no controle de
indmeros insetos pragas de importinea agricola. O desenvolvimento de produtos e o
sucesso no uso de fungos em campo dependem de uma formulagio apropriada, que
garanta a estabilidade ¢ viabilidade do produto durante o processo de produgio e
estocagem, Transferéncias seriadas de fungos in vitro podem gerar instabilidade penética
observada pela formagio de setores, redugio na esporulagdo e vari na morfologia e
pgmentagio. Degeneragio fenotipica, via formagdo de setores, em link gens do fungo
M. anisapliae. ¢ fregiientemente acompanhada por mudangas na produgdo de metahilitos
secundirios e enzimas. A compreensiio dos mecanismos relacionados a estabilidade
genélica de fungos, agentes de biocontrole, sio esséneias para o desenvolvimento de
produtos estivels para uso em compo. Colinias monosparicas das linhagens CG34,
que apresenta monomorfismo na regido sublelomérica e CG IO, que apresenta
polimorfismo, foram produzidas a partir de isolados mantidos em nitrogénio liquida,
linfilizados & re-isolados do inseto Callosobruchus maculatos, Dez colénias de cada
linhagem, nas diferentes condi de foram laclas em meio liguido
para produgio de micélio, o qual foi utilizado pra extragdo de DNA com as enzims
EcoRl, Hindlll, Pstl ¢ BamHI, e hibridizados com sonda telomérica. Observou
variahilidade na regiso sublelomérica das linhagens obtidas dos mesmos isplados,
mantidos na mesma condigio de armazenamento, mostrando a existéncia de variagdes
na Tegido associada 3 telémeros, na linhagem CG34. A linh COH ap
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ESTUDO DA VARIABILIDADE DE LINHAGENS DE Dicyma sp. ¢
sp. UTILIZANDO SONDA TELOMERICA

STUDY OF VARIABILITY AMONG Dicyma sp, E Alternaria sp, §
USING TELOMERIC PROBE
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O fungo Dicyma sp. tem se mostrado promissor no controle do mal-das-follas,
principal doenga da senngueira do Brasil. Vinos estudos t8m se mosirado o
potencial de usn desse micoparasita em condigies de campo. T4 o fungo Aller
wem sendo utilizado no controle de Senna sbtusifolia 1. que ¢ uma das
plantas daninhas infestantes dos cultivos de soja. Linhagens de Dicyma sp.e
sp. pertencentes & colegio da Embrapa Recursos Genéticos e Biotecno
analisadas quanto # vanabilidade genética, utilizando-se DNA fingerprinting
telomérica. Sessenta ¢ uma linhagens de Dicyma sp. ¢ vinte e oilo linhag
Alternaria sp, foram cultivadas em meio liguido para a produgo de micélio el
para extragio de DNA. Southern blot das amostras foram preparados apis dig
DNAs com as enzimas EcoRl, Hindl{l e Pstl. Utilizou-se sonda telomérica p
a partir de PCR com primers especificos, marcada com “PACTP Os resultados
intensa variahilidade entra as linhagens de Dicyma sp. a0 contréri
anteriores. que mostraram grande similaridade entre as linhagens, utilizamdo-g
No que se refere a Alternaria sp. observou-se baixa variabilidade entre as e

Manomorfismo na regido subtelomérica foi observado em algumas linhagens de.
e Alternaria, sugerindo duplicagdes nestas regides, semelhantemente ap

maror homogeneidade entre as colénias monospdricas o gue sugere a existéncia de
mecanismos especificos relacionados & de linhag Ohser 56 €
também variagies morfolégicas entre as colnias monospéricas obtidas a partir dos
isolados, no entanto o nivel de setonizagio das coldnias foi pequens, comparado com
outro fungos,
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PROSPECCAO DE GENES POTENCIAIS A SEREM APLICADOS NO
CONTROLE DO BICUDO DO ALGODOEIRD (Anthonomus grandis) E DA
LAGARTA DO CARTUCHO DO MILHO (Spodoptera frugiperda).
SCREENING OF POTENTIAL GENES WHICH WILL BE APPLIED TO
NTROL THE COTTON BOLLWEVILL (Anthonomus grandis) AND THE
FALL ARMYWORM {Spodeptera frugiperda)
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Mos dltimos dex anos a cotonicultura aumentou significativamente a sua participagio na
economia agricola, atinginde principalmente a regifio Centro-Oeste ¢ implementando
wma nova reahdade nos sistemas de cultivo utilizand logia gadas de produgio,
@ que contribuiu para o restabelecimento do formecimenta de fibra no mercado interno
€ a Parnicipagic nas cxporagies agricolas nacional, No entanto, o cultive inlensivo em
grandes extensdes pof viirios anos consecutivos tem gerado alios indices de infestacio
por pragas, comae o bicudo e a lagarta do carucho do milho, demandando grandes
volumes de inseticidas, que além de dispendiosos, apresentam eficiéncia varidvel, ji
que sio pragas endol +que se alimentam dos botdes florais ¢ magds, comprometendo
a produtividade efou a qualidade da fibra. O presente trabalho tem por ohietive
prospecgin de genes. que codificam proteinas que apresentem toxscidade ¢ especificidigde
contra estas pragas. Uma biblioteca de mutantes contendo 10F transformantes foi construgda
através do uso dus técnicas de evolugio molecular in vitro (DNVA Shuffling) e Phage
Display. A metodologia consistiu na amplificaghio dos genes originais (crv3da, obtido
do B.G.S.C. e cry8a, isolado e caracterizado no Laboratério de Inter: Molecular
Plantas-Pragas - Cenargen), fragmentagio destes genes com DNAse 1, recombinagdo
dos fragmentos em reagio de PCR sem a utilizagio de 5 e Li

dos mutantes, que foram selecionados através de ligantes presentes no intestine do
hicudo ¢ da lagarta do canucho. Os genes mutantes selecionados (2| pardobicudoe 16
para a lagarta do canlucho) foram sequenciados ¢ expressos em Escherichia colli,
TOPIOF, cuja atividade inseticida esta sendo avaliada em bioensaios
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para Metarhezium sp, Utilizando-se sonda teloménca, foi possivel o
# variagio no nimero de cromossomos de cads linhagem dos fungos urilizade
estude,
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ISOLAMENTO DE DOIS GENES cry , CODMFICADORES DE T
ENTOMOTOXICAS COM ATIVIDADE PARA () BICTUDN DO ALGODI
Anthonomus grandis.

ISOLATION OF TWO cry GENES ENDODING FOR ENTOMO
PROTEINS EFFECTIVE TO THE COTTON BOOL WEEVIL, Ani
grandis,
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As d-endotoxinas, produzidas por Bacilius thuringiensis, de ampla atividade i
e inofensivas a mamiferos, sio amplamente utilizadas no desenvolvimento de
Iransgénicas visando o controle de insetos-praga da agricultura de impotincia eoo
Dentre estas, podemos destacar a cotoniculiura que tem como uma das o
pragas, o bicudo-do-algodoeirn, um inseto de hibitos endofiticos cavsador de
prejuizos econdimicos. Neste contexto, foi isolado de uma estirpe de Bt que
atvidade entomotixica para o bicudo-do-algodoeiro, rés genes (crylAR, o
crydtia). O gene orydGa contém 2688pb e codifica para uma proteina de 896
que apresenta 58% de identidade com vutras toxinas Cry desta classe. As exire
Ne Cerminal sio extremamente conservadas, enguanto que os rés dominios e
(L 11, 1), envolvidos com a atividade, apresentam baixa identidade, confi
presenga de uma nova toxina, O gene erylla contém 2160ph, cuja
aucleotideos apresenta 99% de identidade com outros genes o

o gene crylAb apresenta 100% de identidade com outros genes ¢
¢ crylila foram expressos em sistemas homélogo (B acris ero) ¢
(Escherichia coli) e as proteinas recombinantes Cry8Ga e Cry | L de aproxi
100D e 80kDk, respectivamente, foram avaliadas quanio a atividade inseticid
od Ivi i bicudo do al, . As seqibéncias dos genes cryllaeg
foram modificadas segundo o codigo de expressio de plantas ¢ serio ints

plantas de algodio visando a obtengdo de plantas geneticamente modif
resisténcia a essa importante praga da cotonicultura.
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