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Introducgéo
Beauveria bassiana é um deuteromiceto cosmopolita, com alta patogenicidade e
grande abrangéncia entomopatogénica. Atualmente, esse fungo vem sendo estudado
em todo 0 mundo como um micoinseticida (Riba e Silvy, 1989), sendo ja
comercializado como pé soltvel de conidios para uso agricola e doméstico (Hastuti et
al., 1999). Muitos estudos tém mostrado que certos isolados de B. bassiana sdo
eficazes no controle de lepidopteros, como Spodoptera frugiperda ou lagarta do
cartucho, uma praga-chave tanto na cultura do milho (Zea mays L.) quanto em outras
culturas anuais (Cruz, 1995).
O controle de S. frugiperda no milho tem utilizado produtos quimicos, que sdo
aplicados com o aparecimento dos primeiros sintomas de danos na cultura.
Entretanto, o uso constante desses produtos, tem gerado problemas, como o
desenvolvimento de resisténcia e a redugédo da ocorréncia de inimigos naturais. Assim,
o desenvolvimento de medidas de controle mais ecolégicas pode contornar tais
problemas.
O mecanismo de infeccdo de B. bassiana € o mesmo para todos os insetos. O fungo
penetra na cuticula dos insetos, através de uma combinacao de pressao e degradacao
enzimatica (Ferron 1978). Apos atravessar o integumento, o patdgeno atinge 0s
tecidos internos, e as hifas proliferam até a morte do inseto, que ocorre entre 3a 7
dias apo6s a infec¢do. A morte de insetos € devido a digestdo dos tecidos internos e a
producdo de micotoxina, que é lancada na hemolinfa (Hajek e St. Leger, 1994).
Diferencas quanto a viruléncia estdo associadas a eficiéncia na infeccéo, que depende
da dureza (determinada pelo grau de esclerotizacédo) e das diferencas estruturais da
cuticula (Hajek e St. Leger, 1994). Varios trabalhos descrevem diferencas quanto a
patogenicidade entre isolados de B. bassiana (Hastuti et al., 1999). Entretanto,
poucos estudos foram realizados nos tropicos onde, provavelmente, existe uma maior
variabilidade genética entre isolados. Portanto, ha necessidade de se avaliar o
potencial dos indculos encontrados no Brasil, para o controle de pragas na agricultura
tais como a S. frugiperda.
Os métodos fenotipicos classicos (morfologia, testes bioquimicos e soroldgicos) sao
importantes na identificacdo de microrganismos, porém apresentam algumas
limitacGes que os tornam insuficientes, muitas vezes, para a discriminagdo acurada de



espécies e estirpes (Oliveira et al., 1999). Contudo, quando associados as técnicas de

biologia molecular, apresentam-se como um estratégia conjunta importante para a

caracterizacao e identificacdo inequivoca do germoplasma microbiano (Ferreira e

Grattapaglia, 1996; Nour et al., 1995; Oliveira et al., 1999).

A técnica de RAPD é uma varia¢do da técnica de PCR que utiliza um Unico
oligonucleotideo iniciador de dez nucleotideos com seqiiéncia arbitraria. Com isso, sdo
amplificados fragmentos de DNA distribuidos ao acaso no genoma, sem a necessidade do
conhecimento prévio da sequéncia do DNA. Marcadores RAPD séo altamente sensiveis a
diferencas de nucleotideos entre DNA molde e os oligonucleotideos iniciadores, permitindo a
deteccdo de mudancas em um Unico nucleotideo. Tais caracteristicas tornam os marcadores
RAPD ideais para a deteccdo de diferencas em individuos relacionados e em espécies pouco
polimorficas (Williams et al., 1990). Desde o seu desenvolvimento, a técnica de RAPD tem
sido extensivamente utilizada na analise da variabilidade genética de isolados de B. bassiana
por ser uma técnica de facil execucdo, de custo relativamente reduzido e eficiente na
deteccdo de polimorfismo (Castrillo et al., 1999; Castrillo e Brooks, 1998; Berretta et al.,
1998; Bidochka et al., 1994).

Neste trabalho, objetivando estudar as variagdes dentre populagdes de Beauveria

bassiana associadas com S. frugiperda, para a identificagdo de fungos com uso

potencial como agentes para o controle bioldgico da lagarta do cartucho, doze
isolados foram avaliados utilizando marcadores RAPD.

Material e Métodos

Isolados de Beauveria bassiana
Foram utilizados 12 isolados de B. bassiana da cole¢do de fungos do Laboratério de
Criagéo de Insetos (LACRI) da Embrapa Milho e Sorgo, coletados de S. frugiperda
mortas, dos campos experimentais de milho em Sete Lagoas e um isolado, nimero
15, coletado em Goiania. Culturas monospéricas dos isolados foram cultivadas em
meio batata dextrosado liquido (Wagner e Lewis, 2000) a 25°C, por 5 dias para
obtencédo de micélio para identificacdo taxondmica e extracdo de DNA.

Identificacdo taxondmica
A identificagdo taxondmica dos isolados de Beauveria foi realizada utilizando a chave
para identificacdo de patdgenos de insetos descrita por Alves et al. (1998).
Microcultivos, proveniente de culturas monosporicas, dos fungos isolados de S.
frugiperda mortas foram observados utilizando um microscépio Axioplan de
contraste de fase com fluorescéncia da marca Zeiss. As caracteristicas observados
foram a septacdo dos micélios e sua abundéancia, tipo de reproducédo sexuada ou
assexuada, presenca de fidlide com a porcéo fértil em ziguezague, cor de micélio e
formato de conidios .

Extracdo de DNA e amplificagdo por RAPD

DNA foi extraido de 0,5 g de micélio fresco de fungos de acordo com o protocolo
descrito por Lee e Taylor (1990). O DNA dos isolados de B. bassiana foi amplificado
por RADP, utilizando-se os seguintes oligonucleotideos iniciadores comercializados
pela Operon Technologies Inc. (Alameda, Califérnia, USA): OPB1, OPB8, OPC4,
OPES6, OPES, OPE9, OPQ4, OPZ12, OPZ13, OPZ19, OPO2 e OPO12. Cada 25 pl
de reagcdo RAPD continha tampé&o de PCR 1X, 2 mM de MgClz, 100 uM de cada
dNTP, 0,4 uM de oligonucleotideo iniciador aleat6rio, 25 ng de DNA e 1 unidade de



Taq DNA polimerase (Life Technologies do Brasil). As reac6es foram feitas
utilizando um termociclador modelo 9600 (Perkin-Elmer Cetus, Norwalk, CT)
programado para uma desnaturagdo inicial de 1 min a 940C, seguido de 35 ciclos de
amplificacdo (30"- 940C, 1'- 360C, 2'- 720C), e uma extensdo final a 72°C por 7 min.
Um controle negativo foi feito para cada oligonucleotideo iniciador, onde o DNA da
reacdo foi substituido por dgua. Os produtos de amplificacdo foram separados por
eletroforese a 100 V por 3 horas, em gel de agarose 1,5% utilizando tamp&o TAE (90
mM Tris-Acetato, 1 mM EDTA, pH 8.0). Os géis foram tratados com brometo de
etideo (0.5 ug/ml), visualizados sob luz ultravioleta e as imagens capturadas e
estocadas em um sistema de fotodocumentacédo (Eagle Eye 11, Stratagene).

Analise de dados

Os produtos de amplificacdo foram avaliados com presenca (1) e auséncia (0) utilizando o
complemento do indice de similaridade de Jaccard para calcular a distancia genética entre 0s
pares de isolados. A andlise de agrupamento foi feita baseada na matriz de distancia genética
utilizando o método UPGMA disponivel no programa Statistica versao 4.2 (StatSoft, Inc.
1993).

Resultados e Discussdo
O género Beauveria é um parasita de um grande nimero de artrépodos, ocorrendo
em mais de 200 espécies de insetos e acaros, incluindo carrapatos. Isolados de B.
bassiana foram obtidos de Spodoptera frugiperda mortas com aspecto cotonoso, em
diferentes campos de cultivo de milho de Sete Lagoas e Goiania. Observacdo dos
microcultivos, originados de culturas monospdricas, dos diversos isolados revelou a
presenca de um micélio abundante, septado e de cor branca, conidios ovoides
suportados por fidlides com a porcao terminal em zigue-zague. O DNA dos fungos,
morfologicamente identificados como B. bassiana, foi analisado por técnicas de
RAPD com o objetivo de acessar as variagdes dentre populacdes do fungo associadas
com o mesmo inseto hospedeiro, S. frugiperda, para a identificacdo de isolados com
potencial de agentes para o controle bioldgico.
Nas analises de RAPD, um total de 10 oligonucleotideos iniciadores foram
selecionados e amplificaram 53 bandas, das quais 33 foram polimorficas entre 0s
isolados. O numero de fragmentos amplificados variou entre 3 (OPB8) e 7 (OPO2 e
OPO12), com uma média de 5,3 bandas por oligonucleotideo, ndo sendo verificada
nenhuma banda no controle negativo. O tamanho das bandas ficou entre 300 (OPZ19)
e 3.800 (OPEDY) pares de bases e a Figura 1 apresenta o padrao de amplificacdo
obtido com o oligonucleotideo OPQA4.

A distancia genética entre os isolados baseada na analise das 53 bandas variou de 0% a
54%. As maiores distancias genéticas foram verificadas entre o isolado 15, obtido da colecdo
de fungos da Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia, coletado em Goiania e os demais
isolados, coletados em Sete Lagoas, sendo separados com uma distancia genética média de
48%. Andlise de agrupamento, baseada nos dados moleculares evidenciou também a
existéncia de variabilidade genética dentro da colecdo de isolados coletados em Sete Lagoas,
sendo que sete deles (isolados 7, 8, 10, 11, 12, 21 e 22) ndo apresentaram nenhuma diferenca
entre os oligonucleotideos utilizados. Por outro lado, houve a formacéo de dois grupos
distintos entre os isolados de Sete Lagoas, com uma distancia genética de 20% (Figura 2).

A técnica de RAPD foi capaz de diferenciar isolados obtidos huma mesma localidade,
separando-os de um isolado de outra regido. Assim, essa metodologia mostrou-se



eficiente para a caracterizacdo da variabilidade genética entre isolados de B. bassiana,
em concordancia com os trabalhos de Castrillo e Brooks (1998); Berretta et al.
(1998); Bidochka et al. (1994).

B. bassiana é classificado entre os fungos imperfeitos da classe deuteromicetos por
causa da auséncia da fase perfeita. Esse fungo reproduz preferencialmente via
assexual e € predominantemente hapldide. Fungos que se reproduzem via assexual sao
geralmente menos diversos que 0s microrganismos que possuem reproducéo sexual
devido a auséncia de recombinacao genética, exceto em casos de hibridizacdo
somatica e/ou ciclo parassexual que podem compensar a auséncia de reproducao
sexual (Burdon, 1993). Na maioria dos casos, a Unica fonte de variacdo genética
desses microrganismos séo a mutacoes. Apesar de seu modo de reproducédo assexual,
a espécie B. bassiana apresentou uma consideravel variabilidade genética devido a
sua ubiquidade, ampla distribuicdo geogréfica e larga faixa de hospedeiros. Esse
polimorfismo genético pode conferir ao microrganismo uma plasticidade para adaptar
e sobreviver em ambientes heterogéneos. Mesmo considerando que todos os isolados
analisados foram coletados do mesmo hospedeiro (S. frugiperda), parte do ciclo de
vida do fungo ocorre no solo, competindo com outros microrganismos e interagindo
com varios fatores abidticos.
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Figura 1. Padrdo de amplificacdo de isolados de B. bassiana utilizando o oligonucleotideo
OPQ4, separados por eletroforese em gel de agarose. Sete Lagoas. MG. 2002.
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Figura 2. Analise de agrupamento entre 12 isolados de B. bassiana baseados em dados de
RAPD, utilizando a técnica de UPGMA. Sete Lagoas. MG. 2002.
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