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RESUMO

O género Beauveria, formado por fungos mitospdricos pertencentes a ordem Moniliales é
utilizado mundialmente no controle de insetos pragas. Dentro deste género destaca-se a espécie
Beauveria bassiana utilizada no controle biolégico de diferentes insetos, bem como encontrada
endofiticamente em plantas, entre elas o milho. Recentemente, estudos mostraram que isolados
endofiticos de milho identificados como sendo do género Beauveria podem pertencer a outras
espécies do género, ainda ndo encontradas no interior de plantas. Desta forma, o presente trabalho
teve por objetivo a caracterizacdo destes isolados em comparacdo com outros isolados de B.
bassiana. Foram também estudadas nestes isolados, outras propriedades de valor biotecnolégico
relacionadas ao controle de insetos tais como caracteristicas morfoldgicas que podem estar
implicadas com aumento da eficiéncia no ataque de insetos e andlise da variabilidade genética
utilizando a técnica RAPD e seqiienciamento do rDNA. Analisando os isolados endofiticos e
entomopatogénicos de Beauveria, verificou-se que o isolado endofitico B157 distingue-se
significativamente dos demais, avaliados quanto ao tamanho dos esporos, nimero de esporos
produzidos e capacidade de controlar larvas de Diatraea saccharalis. A andlise de variabilidade
genética por RAPD mostrou a existéncia de 5 haplétipos, sendo que o isolado B157
possivelmente ndo pertence a espécie B. bassiana, assemelhando-se mais a B. amorpha, podendo
mesmo pertencer a uma espécie de Beauveria ainda ndo identificada. Dos seis isolados
endofiticos e entomopatogénicos usados, cinco deles foram eficientes em bioensaios mostrando
potencial no controle de larvas de Diatraea saccharalis.

Palavras-chave: Fungos endofiticos e entomopatogénicos; Beauveria; Beauveria amorpha
RAPD; Diatraea saccharalis; Controle biolégico.



ABSTRACT

Beauveria is a mitosporic fungus belonging to the order Monilialis. It is largely used to control
agriculture insect pests. From the genus Beauveria the most used species is Beauveria bassiana
employed to control different insect-pests species and also found as endophyte in plants as in
maize. Recently studies have shown that endophytic isolates, identified as Beauveria may belong
to other species of the same genus not yet found as endophytes. The present work was carried out
to characterize endophytic isolates and to compare them to entomopathogenic Beauveria
bassiana isolates obtained from insects. Other properties of biotechnological value related to the
control of insects were also studied as morphological characteristics which may be related to
efficiency to the insect control. Genetic variability using techniques as RAPD and sequencing of
rDNA were also employed. It was found that the endophytic isolate B157 was significantly
distinct from the other isolates used, in relation to conidial size, number of produced conidia and
capacity to control larvae of Diatraea saccharalis. The analysis of genetic variability via RAPD
showed the existence of 5 haplotypes allowing distinction between endophytic and
entomopathogenic isolates. It was found that isolate B157 probably do not belong to B. bassiana
species being more similar to B. amorpha or may be an unidentified species of Beauveria.
Bioassay studies showed that five of the six isolates used were effective against Diatraea
saccharalis larvae and are of potential interest in biocontrol of this agricultural pest.

Keywords: Endophytic fungi; entomopathogenic fungi; Beauveria;, Beauveria amorpha;
Diatraea saccharalis; RAPD; Biological control.
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1 INTRODUCAO

Ha aproximadamente 150 anos, foi observado que os fungos podiam causar doengas em
insetos. Agostino Bassi demonstrou em um experimento em 1834, a natureza da infec¢cdo com o
fungo Beauveria bassiana; na tentativa de controlar os danos causados por doengas em insetos
comercialmente importantes, como o bicho-da-seda, Bombix mori (Lepidoptera: Bombycidae).
Dentro deste contexto, os fungos constituem o maior grupo de organismos entomopatogénicos,
visto que cerca de 750 espécies ja foram identificadas como causadoras de doengas em insetos,
tanto aquaticos como terrestres, em regides tropicais, subtropicais, temperadas e até no deserto.
Dentre os fungos descritos como entomopatogénicos, estdo os mitospdricos pertencentes a
morfodivisdo Deuteromycetes, incluindo-se dentre eles, os géneros Aschersonia, Beauveria,
Culicinomyces, Hirsutella, Metarhizium, Nomuraea, Tolypocladium e Verticillium. No Brasil, os
fungos foram os primeiros patégenos de insetos a serem relatados, sendo provavel que a maioria
dos 85 géneros de fungos entomopatogénicos até hoje descritos ocorra no Brasil, embora somente
20 deles tenham sido constatados atacando insetos de importancia agricola em nosso pais.

Fungos entomopatogénicos economicamente importantes na agricultura estdo sendo
estudados e usados com sucesso no controle de pragas. Dentre eles, destaca-se a espécie
Beauveria bassiana, um fungo mitospdrico pertencente a ordem Moniliales, bastante conhecido e
utilizado mundialmente no controle de insetos pragas, bem como encontrado endofiticamente em
plantas como o milho. Recentemente formas endofiticas de Beauveria foram encontradas em
plantas de milho no Brasil e ha indicacdes de que alguns dos isolados podem pertencer a uma
espécie distinta da B. bassiana, que é a mais utilizada no controle bioldgico de insetos. A

finalidade do presente trabalho foi analisar por técnicas cldssicas e moleculares, isolados
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endofiticos e entomopatogénicos de Beauveria, com relacao as suas caracteristicas morfolédgicas,
relacionadas a sua eficiéncia no controle de insetos e variabilidade genética, verificando possiveis

distingdes entre os isolados endofiticos e entomopatogénicos, a nivel de espécie.

1.1 O Género Beauveria

Com base em Alexopoulos e Mins (1979), que adotaram o Reino Fungi proposto por
Whittaker (1969), a espécie Beauveria bassiana ¢ um Deuteromiceto pertencente a ordem
Moniliales. Este género foi primeiramente descrito por Beauverie em 1911 e Vuillemin em 1912
e se caracteriza por apresentar micélio branco ou levemente corado, hifas hialinas, finas e
septadas, e conidiéforos Unicos, irregularmente agrupados ou em cachos verticulados (MCLEQOD,
1954) reproduzindo-se de forma vegetativa, via conidios e segmentos hifais. Desde a sua
classificacdo, este gé€nero tem sido sujeito a uma considerdvel investigacdo taxondmica. Apds
revisdao do género por De Hoog (1972), detectou-se a existéncia de duas espécies: B. bassiana e
B. brongniartii (B. tenella), as quais se diferenciam entre si quanto ao formato dos conidios. De
acordo com McLeod (1954), os conidios de B. bronginiartii sao elipsoidais ao contrdrio dos
conidios de B. bassiana que sdo globosos quando cultivados em meio s6lido. Em meio liquido
aerado ou na hemolinfa dos insetos, os conidios assumem formas elipsoidais, semelhantes a
estruturas leveduriformes que sdo conhecidas pelo nome de blastésporos (FERRON, 1978).

Estudos posteriores baseados em aspectos morfoldgicos e bioquimicos, identificaram
pelo menos seis espécies deste género: B. bassiana, B. alba, B. amorpha, B. brongniartii, B.
velata e B. vermiconia (MUGNAI et al., 1989). No mesmo ano, Bissett ¢ Widden (1989)

descreveram uma sétima espécie chamada de B. caledonica. St. Leger et al. (1992 a)
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demonstraram que duas destas espécies, B. bronginiartii € B. vermiconia além de outra espécie
morfologicamente semelhante classificada como Tolypocladium cylindrosporum, sao
geneticamente distintas umas das outras. Segundo estes autores, B. caledonica seria uma rara
linhagem dipléide de B. bassiana. Recentemente, Li et al. (2001) descreveram Cordyceps
bassiana como sendo a fase sexual de B. bassiana, embora poucos estudos confirmem estes
dados. Portanto, o género Beauveria é ainda pouco estudado do ponto de vista taxondmico e,
especialmente a introdu¢do de novas técnicas de andlise molecular poderdo langar novas luzes

para elucidar pontos controversos, auxiliando na classifica¢do de espécies do gé€nero.

1.2 O Controle Bioldgico e 0 Género Beauveria como Entomopatogeno

1.2.1 O Controle Biolégico

No inicio dos anos 70 do século passado, aumentou a preocupagdo com as condi¢des
ambientais e com a saude publica em relacdo aos problemas causados pelos agroquimicos,
especialmente nos paises mais desenvolvidos. Foi também observado um continuo
desenvolvimento de resisténcia dos insetos a inseticidas (GEORGHIOU e MELLON, 1983).

Os cultivos vegetais em larga escala sdo habitats ideais para reproducdo e
alimentacdo de um amplo espectro de espécies de insetos. Entretanto, muitos sdo os fatores que
contribuem para um controle natural destes insetos, entre eles, o clima ndo propicio e o grande
nimero de espécies de inimigos naturais, especialmente microrganismos. Apesar destes fatores
atuarem no controle natural, muito insetos se tornam pragas; pois estes inimigos naturais e doengas
muitas vezes atuam tardiamente sobre insetos, ndo evitando danos econdmicos ou até a morte das

plantas atacadas. Tudo isso reforca a necessidade de adog¢do de um manejo mais racional na
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agricultura e dentre as praticas preconizadas, destaca-se a utilizagdo do controle biol6ogico
(ROBBS e BILTENCOURT, 1998; ALVES et al., 2001).

O controle biolégico baseia-se no manejo integrado, com a utilizacdo de métodos
harmoniosos de diferentes técnicas, em consonancia com principios ecoldgicos, econdmicos e
sociais com o objetivo de manter os organismos-pragas abaixo do nivel de dano econdémico
(VENDRAMIN, 2002). Muitos autores vém estudando processos naturais de doengas em insetos,
isolando e selecionando linhagens eficientes de microrganismos patogénicos para desenvolver
sistemas de producdo e formulagdo de indculos a fim de serem aplicados em campo. O
desenvolvimento da tecnologia dos bioinseticidas microbianos resultou em sucesso comercial e a
aceitacdo entre os produtores em diversas culturas.

Devido a grande biodiversidade microbiana no Brasil, o controle biol6gico de pragas
€ um amplo campo a ser investigado, havendo um grande nimero de espécies ainda desconhecidas
e adaptadas a novas condi¢des ambientais que podem apresentar potencial para uso no controle das
principais pragas das culturas brasileiras. No controle bioldgico sdo utilizados microrganismos
como: protozodrios, fungos, bactérias, virus, nematoides, rickétsias e micoplasmas. Dentre estes
agentes bioldgicos de controle de insetos, os fungos sdo patégenos de largo espectro, capazes de
atacar insetos fitéfagos, aquaticos e pragas do solo, além de infectarem diferentes estagios de
desenvolvimento do hospedeiro e ter grande versatilidade (ALVES, 1998).

Os fungos entomopatogé€nicos sdo os organismos mais estudados e apresentam
grande potencial para o controle de pragas (FERRON, 1978). A ocorréncia de fungos
entomopatogénicos em condi¢des naturais, tanto enzdotica como epizooticamente, tem sido
importante na reducdo das populacdes de pragas em agroecossistemas. A grande variabilidade

genética desses fungos entomopatogénicos pode ser considerada uma das principais vantagens no

15



controle de insetos, onde cerca de 80% das doengas de insetos tém como agentes etioldgicos

fungos (ALVES, 1998).

1.2.2 Beauveria como Fungo Entomopatogénico

A dinamica das doengas de insetos, sua distribui¢do e intensidade de ocorréncia
receberam maior atencao nas ultimas décadas (FUXA e TANADA, 1987; ALVES, 1998; MELO
e AZEVEDO, 2000). Este fato provavelmente deve-se ao sucesso de alguns programas de
controle bioldgico e ao efeito de patdgenos que provocam epizotias, como as espécies de fungos
B. bassiana e M. anisopliae, entre outras (PEDIGO et al., 1953; ALVES, 1998; MELO e
AZEVEDO, 2000).

Segundo Smith e Grula (1981) a simplicidade de exigéncias nutricionais de B.
bassiana, onde o necessario para o crescimento micelial € uma fonte de nitrogénio e sua
germinacdo requerer apenas uma fonte simples utilizdvel de carbono, possibilitou o emprego
desta espécie em experimentos laboratoriais, uma vez que ela pode crescer facilmente nos mais
diferentes ambientes naturais ou artificiais (SCHAERFFENDERG, 1964; SAMSINAKOVA,
1966; AOKI e CHIOUSA, 1968; AOKI e YANASE, 1970; KUCERA, 1971). Fatores como pH
do meio, umidade relativa, temperatura e luz podem também interferir na germinacdo de esporos
e sobrevivéncia de B. bassiana. A temperatura 6tima para o crescimento desta espécie estd entre
20 e 25 graus (FERRON, 1981) ou 20 a 30 graus (FARGUES et al., 1992), apesar de poder
suportar temperaturas de até 45 graus (ALVES, 1998).

Diferentes de agentes entomopatogénicos, como virus e bactérias, os fungos nao precisam

necessariamente ser ingerido pelos seus hospedeiros para serem infectivos. Dessa forma, estes
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microrganismos sao capazes de penetrar no corpo do inseto através da cuticula e desenvolverem-
se no seu interior, provocando a morte (figura 1). Para tanto, os fungos liberam na superficie do
organismo alvo, enzimas como quitinases e esterases, entre outras, que auxiliam na penetracao
por meio do tegumento do inseto. Neste caso, para que a penetracdo ocorra, o conidio deve
germinar na superficie do inseto, onde os nutrientes presentes podem acelerar o processo de
infecc¢do, estimulando a formacdo do tubo germinativo, embora dcidos graxos saturados, tais
como dcido caprilico, quando presentes na superficie do inseto possam inibir a germinacdo dos
conidios de B. bassiana (SMITH e GRULA, 1982). O processo de infec¢dao acontece em qualquer
parte da cuticula do inseto e a penetracdo dos tubos germinativos € efetuada cerca de 16 horas
ap6s o contato entre patégeno e hospedeiro (PEKRUL e GRULA, 1979). Foram observadas por
Vey e Fargues (1977), estruturas semelhantes a apressorios durante a infec¢do de B. bassiana em
Leptinotarsa decenlineata. Essas estruturas também foram observadas, in vitro, em M. anisopliae
(ST. LEGER et al., 1992b).

Durante o processo de infec¢do, B. bassiana produz metabdlitos ativos que destroem o
balanco fisiolégico normal do hospedeiro (SHARMA et al., 1994), podendo interromper o
processo de metamorfose, levando também a morte do inseto (MAZET et al., 1994). Foram
observadas por Cheung e Grula (1982), alteragdes histopatolégicas nos tecidos intestinais de
larvas de Heliothis zea infectadas com Beauveria. Estas alteragcdes foram induzidas
provavelmente por toxinas secretadas pelo fungo. Estes autores observaram uma forte correlagdao
entre a atividade proteolitica extracelular do fungo e a sua viruléncia.

Segundo Hung e Boucias (1992), a infeccdo pode ocorrer também por meio de
blastésporos. Posteriormente, Hung et al. (1993) observaram que a presenca de Beauveria em
larvas de Spodoptera exigua impede o desencadeamento de respostas de defesa. Por outro lado,

tal impedimento ndo interfere em respostas antibacterianas, como, por exemplo, a biossintese de
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lisozima (BOUCIAS et al., 1994) e, tampouco a infeccdo de Spodoptera exigua por B. bassiana

ndo estimula tal sintese.

Por infectar uma ampla classe de insetos e ser comum na natureza (MCCOY et al., 1988;

CASTRILLO et al., 2003) este fungo tem sido usado em todo o mundo, isoladamente ou

associado a outros fungos, como inseticida microbiano no controle de pragas da agricultura

(HAJEK e EASTBURN, 2001; RAO et al., 2006).

e

f—*_ADESAQ: FORCAS ELETROSTATICAS |
|

|
I
o ——
| DISSEMINACAD
WENTD, CHLNAS
| AMIRLALS HOMES ETC. }

"l—l:l:u-fu-"cr;n

PRODUCAD DE =
MICOTOMINAS
- 0

TUB0D DE
bty PCa

COLOMIZACAD
348 DLAS

(" APRESSOMO,
i FLINGD E INSETO

S, \ | ENZIMAS

cOL n:.-:.a.[;p.u =

GRAMPO DE PENETRACAD

FENETRACAD
B-12h —“1

LIPAEE
CENTIMASE

|

1
| |_-'~n:1'sq.=.F
HISTOLISE I

MUSCLLOS

Figura 1. Ciclo das relagdes patégeno — hospedeiro segundo Alves, 1998

18



1.3 Beauveria como Endofito

O termo enddfito foi inicialmente utilizado por Bary em 1866 e aplicado aos
microrganismos que vivem no interior de tecidos vegetais, encontrados colonizando 6rgios e
tecidos como folhas, ramos e raizes sem causar danos aparentes a planta hospedeira, bem como
apresentando uma estreita relacdo mutualistica entre eles. Eles sdo encontrados em todas as
espécies vegetais analisadas at¢é o momento (AZEVEDO et al., 2000; ARAUJO et al., 2001;
AZEVEDO et al., 2002; AZEVEDO et al, 2003; COSTA, 2001; FERNANDES et al., 2001;
ARAUIJO et al., 2002a; ARAUJO et al., 2002b; BALDANI et al., 2002; COUTINHO et al.,
2002; ADACHI et al., 2002; BEATTIE e SABARATNAM, 2003; TRIPLETT et al., 2003;
KUKLINSKY et al., 2005; PIMENTEL, 2001).

O estudo de fungos endofiticos tem sido importante para se conhecer a base bioldgica
da interag¢do enddfito-hospedeiro. Estes fungos sdo potencialmente vantajosos para a producgao de
metabolitos secunddrios de interesse farmacoldgico (STIERLE et al., 1993; PEIXOTO-NETO et
al., 2002), como vetores genéticos para a introdu¢do de genes de interesse, tais como: genes de
resisténcia a pragas em plantas hospedeiras (MURRAY et al., 1992), para o controle biolégico de
doencas, entre outras caracteristicas (AZEVEDQO, et al., 2000; AZEVEDO e ARAUJ 0O, 2003).

Bactérias e fungos endofiticos foram isolados do interior de plantas do milho (Zea
may L) (McLNROY e KLOEPPER, 1995; ARAUJO et al., 2000; PAMPHILE e AZEVEDO,
2002; PIMENTEL, 2001) e em alguns casos, a presenca do fungo entomopatogénico Beauveria
bassiana foi detectada (BING e LEWIS, 1993; PIMENTEL 2001). Infectando uma grande
variedade de insetos € sendo comum na natureza, B. bassiana € utilizada como bioinseticida
controlador de insetos pragas na agricultura (McCOY et al., 1988; CASTRILLO et al., 2003;

HAIJEK et al., 2001). Dessa forma, a utilizacdo de isolados endofiticos é importante, pois eles
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habitam um nicho ecolégico semelhante ao ocupado por fitopatégenos, podendo assim controla-
los por meio de competicdo por nutrientes, produ¢do de substincia antagdnica, parasitando o
patégeno ou mesmo induzindo a planta a desenvolver resisténcia. Além disso, podem colonizar a

planta e posteriormente parasitar o inseto praga que tentar se alimentar da planta hospedeira.

1.4 Diversidade Genética de Beauveria

2

E comum encontrar entre as vdrias espécies de fungos entomopatogénicos uma
grande variabilidade natural. As espécies portadoras de tal variabilidade podem ser distinguidas
geneticamente por meio de diferencas nos padrdes enzimdticos ou no comportamento
reprodutivo, mesmo que elas sejam morfologicamente muito préximas (St. LEGER et al., 1992b).
Esta variabilidade € devida a vérias causas como mutacdo e recombina¢do. Em B. bassiana existe
um processo de recombinagdo por meio de parassexualidade denominado de parameiose descrito
pela primeira vez por Paccola-Meirelles e Azevedo (1991).

A avaliagdo da variabilidade genética de Deuteromicetos é uma questio muito
importante. S3o vdrias as caracteristicas de fungos possiveis de serem empregadas em estudos
visando a caracterizagdo genética de uma espécie. Entre elas, podem ser citadas a germinacao,
tipo de crescimento, conidiagdo, nimero de nicleos, producao de enzimas exdgenas, resisténcia a
agentes fisicos e quimicos. Tais caracteristicas, além de tteis na avaliacdo da variabilidade,
contribuem na condug¢do de programas de melhoramento genético de fungos biocontroladores.

As técnicas moleculares t€ém também contribuido na exploragdo da variabilidade
genética destes microrganismos. Estas técnicas compreendem desde a separagdo eletroforética de

isoenzimas até as técnicas de RFLP, RAPD e AFLP. Segundo Boucias et al. (1982) a ampla
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variabilidade natural possibilita um aumento da capacidade adaptativa das linhagens a flutuagdes
bidticas e abidticas do ambiente. Provavelmente, este polimorfismo genético permita a Beauveria
bassiana parasitar uma ampla diversidade de insetos.

Analisando a variabilidade natural de B. bassiana, quanto a producio de conidios em
diferentes meios de culturas, sensibilidade ao benomil, produg¢do de isoenzimas e perfis
eletroforéticos para esterases, Paccola Meirelles e Azevedo (1990) concluiram que esta espécie
apresenta grande variabilidade para todos os parametros avaliados. Estudando o perfil
eletroforético para isoenzimas de 146 isolados do género Beauveria, foram observadas 47 classes
genotipicas diferentes, sugerindo que a variabilidade genética potencial pode ser expressa em
populagdes naturais (St. LEGER et al., 1992a). Em estudo posterior, Neuvéglise et al., (1994)
também detectaram polimorfismos isoenzimdticos em Beauveria, enquanto que, por meio da
técnica de RFLP de dois genes ribossomais, os autores conseguiram separar as linhagens
estudadas em 7 grupos distintos.

Outros autores, estudando perfis para esterases observaram alguma homogeneidade
entre isolados de hospedeiros relacionados e de mesma drea geografica (RIBA et al., 1986;
POPRAWISKI et al., 1988; TIGANO e RIBA, 1990; St.LEGER et al., 1992 a). Tal fato pode ser
resultado de uma forte pressdo de selecdo ou por parte do inseto hospedeiro ou do ambiente,
sugerindo a existéncia de uma estreita correlacdo entre o tipo de hospedeiro, a distribui¢do
geografica e o perfil eletroforético do entomopatdgeno.

O genoma de Beauveria bassiana € bastante variado, apresentando 5 a 8
cromossomos, com tamanho estimado de 26,5 a 44,1 Mb, como foi observado por meio de
cariotipo eletroforético (PFEIFER e KACHATOURIANS, 1993; VIAUD et al., 1996; SHI, 2000;

SHI e XU, 2000).
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Além da importancia na taxonomia, a biologia molecular pode ser bastante ttil em
estudos genéticos. Rakotonirainy et al. (1991), comparando por meio do seqiienciamento o rRNA
de vadrias linhagens de Tolypocladium cylindrosporum, T. extinguens e B. bassiana, observou
uma clara separagdo entre estes dois géneros e apontou que provavelmente, 7. cylindrosporum e
T. extinguens ndo pertengcam ao mesmo geénero.

Kosir et al. (1991) analisaram por meio de RFLP do DNA gendmico duas linhagens
de B. bassiana: uma mais virulenta (selvagem) e um mutante menos virulento. Este dltimo
apresentou um padrao de comprimento de fragmentos de restricdo diferentes da linhagem mais
virulenta. Tais resultados indicaram que as diferencgas observadas entre as linhagens incluiram a
perda de alguma seqiiéncia de DNA; a qual deve estar envolvida na patogenicidade. Hegedus et
al. (1991) clonaram e seqiienciaram cinco genes mitocondriais em B. bassiana, que codificam
tRNAs. Esses genes encontram-se agrupados e apresentam uma alta porcentagem de homologia
(64 a 67%) com genes equivalentes de outras espécies de fungos filamentosos. Além disso, os
autores observaram que o c6digo genético mitocondrial desta espécie é semelhante ao de outro
fungo, onde o c6don UGA ¢ usado como um sinal para o aminodcido triptofano ao invés de
funcionar como um cédon de término.

Em outra andlise, Hegedus e Khachatourians (1993a) utilizaram cinco sondas
mitocondriais oriundas de uma linhagem de B. bassiana, para estudar a variabilidade do genoma
mitocondrial deste e de outros fungos entomopatogénicos. Hibridiza¢Oes realizadas com sondas
multiplas presentes simultaneamente produziram padrdes tinicos, 0s quais separaram o grupo B.
bassiana de todos os outros fungos testados. Também, Hegedus e Khachatourians (1993b)
desenvolveram quatro sondas a partir de fragmentos de B. bassiana, as quais ndo hibridizaram
com o DNA de outras espécies de fungos filamentosos, incluindo duas espécies do mesmo

género. Tais sondas sdo derivadas de DNA moderadamente repetitivo e produziram padrdes de
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hibridiza¢do distintos em todas as linhagens de B. bassiana testadas, demonstrando a grande
eficiéncia de tal metodologia na identificac@o e caracterizacdo desta espécie.

Por meio do uso conjunto de vérias técnicas moleculares, como digestdo com enzimas
de restri¢do, hibridizacdo com sondas de DNA e comparacdes de seqiiéncias de DNA, Pfeifer et
al. (1993) constituiram um detalhado mapa dos sitios de clivagem de sete enzimas de restricao
para o genoma mitocondrial de B. bassiana. Os experimentos de hibridizacdo com sondas
derivadas de outro fungo, revelaram a localizacdo de dois genes que codificam SrRNA (sub-
unidade menor do rRNA) e LrRNA (sub-unidade maior do rRNA). Tais genes sdo altamente
conservados no genoma mitocondrial de fungos filamentosos.

Neuvéglise et al., (1994) examinaram as variacdes dentro do gene que codifica o
rRNA em 28 linhagens de B. brongniartii e 2 linhagens de B. bassiana. Os autores utilizaram
para estas anélises, as técnicas de PCR e RFLP. Os resultados obtidos por estes autores revelaram
um alto grau de polimorfismo dentro da espécie B. brongniartii € permitiram a separacdo das
linhagens estudadas em 7 grupos distintos, bem como a estimativa das distancias genéticas entre
estes grupos. De modo geral, os estudos sobre a biologia molecular de Beauveria t€m contribuido
bastante para o entendimento sobre os mecanismos genéticos envolvidos nesta espécie.

Mais recentemente varias metodologias de biologia molecular vém sendo usadas nas pesquisas
sobre variabilidade em Beauveria. Wang et al., (2005) utilizaram marcadores ISSR (inter-single
sequence repeats) para andlise da variabilidade genética de 39 isolados de Beauveria spp.
provenientes de distintos hospedeiros e de diferentes dreas geogréficas. A técnica foi bastante util
na distingdo das 4 espécies de Beauveria estudadas B. bassiana, B. brongniarii, B. velata e B.
amorpha. Fernandes et al., (2006) usaram também em espécies de Beauveria, a técnica de RAPD
juntamente com andlise morfolégica para caracterizar 50 isolados provenientes do artropode

Boophilus microplus, detectando 23 perfis eletroforéticos.
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1.5 Diatraea saccharalis

A broca da cana-de-agucar, D.saccharalis, € um inseto lepidoptero que apresenta
desenvolvimento holometabdlico, ou seja, passa pelas fases de ovo, larva, pupa e adulto. Seus
ovos sdo depositados freqiientemente nas folhas ainda verdes, tanto na face superior como
inferior do limbo foliar e ocasionalmente, na bainha. Esta broca tem formato oval, com ovos
achatados, sendo depositados em grupos de forma imbricada, onde um ovo cobre 2/3 ou a metade
do que vem logo a seguir. Essa massa de ovos de nimero bastante varidvel, em média de 12
(LIMA FILHO e LIMA, 2001), pode chegar a algumas dezenas e se assemelha a escama de peixe
ou couro de cobra. A duragdo dessa fase é bastante varidvel em funcdo, principalmente, da
temperatura, sendo nas condi¢des brasileiras, de uma a duas semanas.

Apés a eclosdo, a lagarta migra para a regido do cartucho da planta a procura de
abrigo, permanecendo ali por um periodo que varia de uma a duas semanas, alimentando-se pela
raspagem da folha da cana ou da casca do entrené em formacao. Durante essa fase o inseto passa
por uma ou duas ecdises, quando entdo inicia a perfuracdo da casca do colmo. Geralmente, essa
perfuracdo ocorre proximo a base do entrend, por¢do mais mole, abrindo galeria no sentido
ascendente na regido do palmito da planta. Em certas situag¢des, por razdes ainda desconhecidas, a
lagarta se alimenta abrindo uma galeria de forma circular, enfraquecendo com isso o entrené que
pode se quebrar, principalmente, pela acdo do vento.

Normalmente, quando o ataque se dd préximo a regido de crescimento da planta,
ocorre a morte da gema apical, sendo o sintoma facilmente reconhecido pelo amarelecimento das
folhas mais novas, denominado “coracdo morto” ou “olho morto”.

A lagarta, uma vez tendo penetrado no colmo da cana, passa toda essa fase ali

protegida, mas em alguns casos, principalmente pela inundagao de sua galeria por dgua da chuva,
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ao sentir-se “molestada”, abre um orificio na casca e sai, vindo a abrir outro buraco em um
entrend mais abaixo, onde torna a penetrar.

Durante o periodo larval, o inseto sofre um numero varidvel de ecdises,
freqlientemente seis. A duracdo dessa fase é a mais longa das quatro pelas quais ele passa em sua
vida, sendo em média de 70 dias, nas condi¢des do estado de Sao Paulo.

A lagarta de D. saccharalis apresenta coloracdo branco-leitosa, com capsulas
cefdlicas marrom-escuro e pequenas manchas de cor marrom-claro, distribuidas ao longo de todo
o corpo. Possuem trés pares de pernas tordcicas, quatro pares de falsas pernas abdominais e um
par de falsas pernas anais. Quando completamente desenvolvida, mede cerca de 25 mm.

Pr6ximo a pupacio, a lagarta abre um orificio na casca e o fecha parcialmente com
fios de seda e restos de sua alimentagcdo e assim protegida, passa a fase de pupa, esta fase dura
cerca de dez dias, quando emerge o adulto.

A cana-de-actcar sofre o ataque dessa praga durante todo o seu desenvolvimento. Sua
incidéncia é menor quando a cana € jovem e ndo apresenta entrends formados, aumentando os
danos com o crescimento da planta. Esse comportamento, entretanto, pode variar em fun¢do da
época do ano e da variedade, principalmente.

Na fase larval, D. saccharalis pode causar danos diretos e indiretos. Os danos diretos
decorrem da alimentacdo do inseto e caracterizam-se por perda de peso (pela abertura de galerias
no entrend), morte da gema apical da planta (“‘coracdo morto”), encurtamento do entrend, quebra
da cana, enraizamento aéreo e germinagdo das gemas laterais. Esses danos ocorrem isoladamente
ou associados, o que pode agravar os prejuizos.

Os danos indiretos sd@o causados por microrganismos que invadem o entrend através
do orificio aberto na casca pela lagarta. Esses microrganismos, predominantemente fungos, entre

eles o Fusarium moniliforme e Colletotrichum falcatum, invertem a sacarose armazenada na
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planta, provocando perdas pelo consumo de energia no metabolismo de inversao e pelo fato de os
acucares resultantes desse desdobramento (glicose e levulose) ndo se cristalizarem no processo
industrial. Entretanto, quando a matéria-prima se destina a producao de dlcool, o problema nao é
menos grave, pois 0S microrganismos que penetram no entrend aberto contaminam o caldo e
concorrem com as leveduras na fermentacdo alcodlica. Nessa concorréncia hd uma reducao na
eficiéncia de produgdo de élcool, gerando prejuizos (ALMEIDA et al., 1997). Uma vez que esta
praga causa severos danos a cultura canavieira, processos de controle tais como o uso de fungos

entomopatogénicos, entre eles a B. bassiana, podem ser bons candidatos neste controle.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

O objetivo geral deste estudo foi caracterizar por técnicas cldssicas e moleculares isolados
entomopatogénicos e endofiticos do fungo Beauveria e avaliar algumas caracteristicas dos

isolados que sejam de importancia no controle de pragas.

2.2 Objetivos Especificos

e [dentificar os isolados endofiticos e entomopatogénicos de Beauveria por meio de
Microscopia Optica (MO);

e Avaliar as possiveis diferencas entre as espécies endofiticas e entomopatogénicas de
Beauveria quanto ao tamanho dos esporos por meio de Microscopia Eletronica de
Varredura (MEV);

e Comparar a influéncia de dois meios de cultura (Batata-Dextrose-Agar ¢ Meio Completo)
sobre o crescimento e esporulacdo destes isolados endofiticos e entomopatogénicos de
Beauveria;

e (aracterizar os isolados endofiticos e entomopatogénicos de Beauveria pela técnica
molecular RAPD e de seqiienciamento do rDNA;

e Avaliar a capacidade de isolados endofiticos e entomopatogénicos de Beauveria em atacar e

controlar larvas de Diatraea saccharalis.
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3 MATERIAL E METODOS

O trabalho foi desenvolvido no Laboratério de Genética de Microrganismos, Depto

de Genética, Escola Superior de Agricultura “Luiz de Queiroz”, ESALQ/USP.

3.1 Isolados Fungicos e Condicoes de Cultivos

Foram utilizados os isolados endofiticos e entomopatogénicos de Beauveria (tabela 1), os

quais foram gentilmente cedidos pela Dra. Ida Chapaval Pimentel (Universidade Federal do

Parand, Departamento de Microbiologia e Imunologia, Curitiba, PR: isolados B95, B157 e E3 ¢

CENARGEN , EMBRAPA,(Brasilia): Isolados CG. Para os ensaios, os isolados fingicos foram

cultivados em placa de Petri contendo meio BDA e mantidos a 28°C.

Tabela 1: Isolados de Beauveria cedidos para o presente trabalho

Isolados Caracteristicas Origem

B157 Endofitico Milho (Pimentel, 2001)

B95 Endofitico Milho (Pimentel, 2001)

CG62 Entomopatogénico Inseto (Diabrotica sp.)

CG82 Entomopatogénico Inseto (Diabrotica sp.)
CGl165 Entomopatogénico Inseto (Lacraia vilosa)

E3 Entomopatogénico Inseto (Anthonomous grandis)
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3.2 Caracterizacao Morfologica

3.2.1 Microscopia Optica

A identificacdo foi feita com base na morfologia dos fungos utilizando chaves de
identificacdo descritas por Barnett e Hunter (1998). Para a identificacdo foi utilizada a técnica de
Micro-cultivo descrita por Brazolin (1997), na qual um pequeno bloco de meio de cultura BDA
foi colocado sobre uma lamina de vidro esterilizada, inoculado com esporos do fungo e coberta
com uma laminula de vidro. Este conjunto foi transferido para uma placa de Petri contendo
papel-filtro umidecido com 4gua esterilizada e incubado a 28°C e 70% de umidade relativa por
cerca de 14 dias. Apos este periodo o meio de cultura foi retirado da lamina para anédlises
microscopicas. Essas laminas foram observadas a fresco e coradas com azul de algodao. As

laminas coradas foram vedadas com esmalte para a observa¢do do material.

3.2.2 Microscopia Eletronica de Varredura

Para as andlises de Microscopia Eletronica de Varredura foram utilizadas laminulas
de 2 cm, fixadas em solu¢do Karnovksy modificada (2,5% glutaraldeido; 0,001M Ca CI2; 2,5%
paraformaldéido em tampao cacodilato 0,5M, pH 7,2) por duas horas e realizada infiltracdo com
glicerol 30% por 30 min para crioprote¢do. Os fragmentos foram mergulhados em N, liquido,
fragmentados com o auxilio de pinca e bisturi e tratados com uma solugdo de tetréxico de 6smio
1-2% em tampao cacodilato por 2 horas. Em seguida as amostras foram lavadas trés vezes por 10
min. com dgua para retirada do excesso de dsmio e desidratadas em uma série de acetona (30, 50,

70, 90 e 100%). Os materiais foram secos ao ponto critico (CPD 30, Balzers), montado sobre os
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“stub” e cobertos com ouro no metalizador (MED 010, Balzers) para serem observadas por MEV

(LEO, NAP/MEPA, ESALQ/USP).

3.2.3 Analise do Efeito do Meio de Cultura sobre Beauveria

3.2.3.1 Efeito sobre o Crescimento Radial

Fragmentos de 8mm de diametro das col6nias dos isolados de Beauveria com 10 dias
em meio de cultura BDA (200g de Batata; 20g de Dextrose; 15g de Agar em 1 litro de Agua
destilada, pH - 6. 8) e Meio Completo (0,01g de FeSOy; 0,50g KCL; 1,50g de KH,PO4; 0,50 de
MgS0,47H,0; 6,0g de NaNOs; 0,01g de ZnSOy; 1,50g de Caseina hidrolizada; 0,50g de Extrato
de levedura; 10,0g de Glicose; 2,0g de Peptona; 1,0ml Solu¢do de dcidos nucléicos de levedura;
1,0ml de Solugdo de vitaminas; 15,00g de Agar; 1000ml de Agua destilada (Pontecorvo et al,
1953, modificado por Azevedo e Costa, 1973), foram inoculados no centro de placas de Petri
contendo meios BDA ou MC e incubados a temperatura de 28° C. Foram efetuadas trés

repeticoes e a avalia¢do do crescimento radial foi avaliado apés 3, 6,9, 12, 15 e 18 dias.

3.2.3.2 Efeito sobre o Peso Seco

Trés discos (8mm) da colonia fungica foram retirados das bordas de coldonias com
aproximadamente 10 dias de crescimento e inoculados em frascos contendo 50 ml de meio de
cultura BD (Batata Dextrose) ou MC liquido. Os micélios foram retirados apds 6 dias, colocados

em estufa de secagem a 60° C e avaliados ap6s 4 dias, quando alcancaram peso constante.
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3.2.3.3 Efeito sobre a Esporulacao de Beauveria spp.

Com a utilizagdo da al¢a de platina, aliquotas de conidios foram inoculadas em trés pontos
sobre os meios BDA e MC, para a contagem de esporos. Apés 8 dias, as coldnias foram
removidas colocadas em 10 mL de solu¢do Tween 80 a 0,1%, agitadas em vortex e realizada a

contagem de esporos que foi estimada em cAmara de Neubauer (conidios/ml™).

3.3 Avaliacao de Patogenicidade

3.3.1 Inoculacao de Beauveria spp. em Diatraea saccharalis

Os isolados de Beauveria foram inoculados sobre larvas de Diatraea saccharalis
autoclavadas e imersas em placas com meio dgar-dgua (1,5%) a fim de recuperar a viruléncia dos
isolados fungicos. As placas foram mantidas a 28°C e apds 10 dias os fungos foram repicados em
meio BDA permanecendo mais 10 dias na estufa.

Posteriormente, discos de 8 mm destas coldnias foram transferidos para tubos contendo
10 ml de 4gua esterilizada, mais soluciao aquosa de espalhante adesivo (Tween 80 a 0,1%v/v) e o
nimero de conidios foi estimado em cimara de Neubauer. 10 uL da suspensdo de conidios (10’
conidios/ml™") foram aplicadas sobre a cuticula de larvas de Diatraea saccharalis de terceiro

instar. Foram utilizadas 5 repeticdes, com 5 larvas por repeti¢ao.
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3.3.2 Teste de Viabilidade de Conidios

Paralelamente foi realizada a leitura da viabilidade de conidios dos isolados. Para isso, os
conidios foram semeados sobre meio BDA com auxilio de uma al¢a de Drigalski; apds 12 horas,

foi feita uma contagem de esporos germinados e ndo germinados.

3.4 Caracterizacao e Anadlise da Variabilidade Genética de Isolados de
Beauveria por RAPD e Seqiienciamento de Regioes ITS do rDNA

3.4.1 Extracao do DNA total

Os isolados de Beauveria foram crescidos a 28°C, em meio BD por 15 dias. Apds este
periodo, o micélio foi coletado por filtragdo, triturado com nitrogénio liquido para extracdao de
DNA total, de acordo com Raeder e Broda (1985). Apés purificacao com fenol-cloroférmio (S et
al., 1989), o DNA foi quantificado em gel de agarose (0,8%) utilizando um padrao conhecido de
DNA (fago A). Apds a eletroforese, o gel foi corado com solugdo de brometo de etidio
(SAMBROOK et al.,, 1989) e fotodocumentado sobre luz UV. Posteriormente, o DNA foi

armazenado a -20°C.

3.4.2. Andlise da Variabilidade Genética de Isolados de Beauveria por RAPD

A reacdo de RAPD foi otimizada testando-se diferentes concentragdes de MgCl, (2,0; 2,5;

3,0; 3,5; e 4,0mM), Tag DNA Polimerase (3 e SU/reacdo) e DNA (10 e 20 ng) para cada reacao.
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A reacdo de amplificacio foi feita em termociclador Perkin-Elmer GeneAmp® PCR System 9700,
programado para realizar uma desnaturacao inicial de 5 minutos a 94°C, seguido de 40 ciclos,
sendo que cada ciclo consiste de uma etapa de desnaturagdo (1 minuto a 92°C), uma etapa de
anelamento (1 minuto a 35°C) e uma etapa de alongamento (2 minutos a 72°C) e por fim uma
extensdo final a 72°C por 5 minutos. As rea¢des de amplificacdo foram constituidas de 10ng de
DNA, 40 pmoles de primer (Operon Technologies), 3,5 mM de MgCl,, 100uM de cada dNTPs
(dATP, dTTP, dGTP e dCTP) e 5 unidades de Taq DNA polimerase (Invitrogen) em Tris-HCI
10mM (pH 8,3) + KCI 50mM em um volume final de 25uL. Apds a amplificacdo, as reacdes
foram aplicadas em gel de agarose-TAE 1,4% (2,5 Volts.cm'l), corado com brometo de etidio,
visualizado em transluminador de UV e fotodocumentado. O controle negativo foi preparado com
agua ultrapura autoclavada no lugar do DNA. Todas as reagdes foram repetidas em experimentos
independentes.

Os dados obtidos nos géis de eletroforese foram transformados em dados bindrios (1 para
presenca e O para auséncia de bandas), para que os mesmos pudessem ser processados pelo
programa NTSYS (Numerical Taxonomy and Multivariate Analysis System, versdo 2.02),
gerando uma matriz de similaridade pela utilizagdao do coeficiente de Simple Matching (SM).
Baseado nessa matriz, o programa forneceu um dendrograma gerado pelo método UPGMA
(Unweighted Pair Group Method Using Arithmetic Average), estabelecendo as relacdes de
distancia genética entre os diferentes isolados. O consenso de dendrograma foi obtido com 1000

réplicas (valores de bootstrap) usando o programa Winboot (YAP e NELSON, 1996).
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3.4.3 Amplificacao e Seqiienciamento do rDNA de Beauveria

As regides ITS1, 5,8S e ITS2 do rDNA foram amplificadas por PCR, utilizando iniciadores
ou primers flanqueadores especificos para essas regides. O termociclador foi programado para
realizar uma desnaturacdo inicial a 94°C por 5min, seguido de 24 ciclos de 94°C por 30s, 55°C
por 30s e 72°C por 30s e ap6s os ciclos, foi permitida uma extensdo final a 72°C por 7min. Os
iniciadores ou primers utilizados foram ITS-1 (5-TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3") e ITS-4
(5'-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3"), os quais anelam em posicdes especificas do 18S e 28S
rDNA, respectivamente. A rea¢do de amplifica¢do foi realizada em um volume final de 50 pL,
contendo Tampao 1x (50 mm de KCI, 20mM de Tris-HCI (pH 8,4)), 3,7mM de MgCl,, ImM de
dNTP, 0,0SU.uL'l de Taq DNA polimerase (Invitrogen), 0,4uM de primer ITS-1, 0,4uM de
primer 1TS-2 e, aproximadamente, 3ng de DNA. O fragmento amplificado foi observado em gel
de agarose 1,4%, tendo como padrao de peso molecular o DNA ladder 100pb (Invitrogen). Apds
a eletroforese, os fragmentos amplificados foram purificados com o Kit GFX PCR (Amersham
Pharmacia Biotech) e foram gentilmente seqiienciados por Dr. Ricardo Harakava (Instituto
Biolégico, Sdo Paulo, SP).

Para a identificacdo dos isolados, as seqiiéncias foram analisadas contra a base de dados

do GenBank por meio do BLASTn (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST), que utiliza o método

heuristico para encontrar o melhor resultado dos alinhamentos locais entre a seqii€ncia
submetida e o banco de dados. O alinhamento das seqiiéncias foi feito usando o programa Clustal
X, e as andlises filogenéticas foram feitas de acordo com o método Neighbor-joining para a
constru¢do do dendrograma (FELSENSTEIN, 1985) utilizando o programa PAUP 3.0. A arvore

filogenética foi observada pelo programa TreeView.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Identificacao e Caracterizacao dos Isolados

4.1.1 Analise Morfolégica

A identificacio dos isolados de Beauveria foi realizada por Microscopia Optica e
posteriormente por Microscopia Eletronica de Varredura. Por meio da Microscopia Optica
verificou-se que todas as linhagens utilizadas apresentavam caracteristicas morfoldgicas tipicas
do género Beauveria, conforme item 4.2.1 de Material e Métodos (dados nao apresentados).
Todas linhagens apresentaram caracteristicas do género Beauveria, com fidlides representadas
por células com a regido basal mais volumosa que se organizam nos conidi6éforos, densamente
agrupados em espirais ou solitdrios. Os conidios globosos, ovéides, cilindricos verrugosos,
curvados ou ndo, aparecem sobre as hastes das fidlides, que podem ser simples, com algumas
ramificacdes na parte superior, ou em ziguezague (SAMSON et al., 1988).

Uma andlise mais detalhada das linhagens estudadas foi feita por Microscopia
Eletronica de Varredura. A MEV foi realizada para verificar se ocorriam diferengas entre as
espécies endofiticas comparadas com as entomopatogénicas (Figura 2). Para isso, foram
avaliadas as médias do tamanho dos esporos e comparados com descri¢cdes da literatura para uma
melhor caracterizacdo dos isolados endofiticos e entomopatogénicos. Foi observado que o
tamanho dos esporos das linhagens utilizadas, com exce¢do da linhagem B157, variou de 2 a 3,1
pum de comprimento e 2 a 2,6 um de largura, sendo que estes valores estdo de acordo com os
dados apresentados por De Hoog (1972) e Samson (1981), os quais verificaram conidios
globosos e subglobosos com 2 a 3 x 2 a 2,5 um e com conidiéforos formando densos cachos em

B. bassiana. Os resultados observados para o isolado B157 sugerem que este isolado possa
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pertencer a outra espécie. O isolado endofitico B157 apresentou o coeficiente de circunferéncia
(comprimento/largura dos conidios), com uma excecao, significativamente maior que os demais
isolados (Figuras 2 e 3 e Tabela 2) , sendo este valor semelhante aquele atribuido a espécie B.
amorpha (SAMSON e EVANS, 1982), a qual apresenta conidios hialinos, lisos, cilindricos,
frequentemente dilatados em uma extremidade e fracamente curvados, com 3,5 a Sum de
comprimento X 1,5 a 2um de largura. Um dos isolados entomopatogénicos (CG82) nao
apresentou diferenca estatisticamente significativa com relagdo a B157, mas por outro lado
agrupou-se também junto aos demais isolados supostamente pertencentes a espécie B. bassiana.

(Figura 3 e Tabela 2).

Tabela 2: Tamanho dos conidios em pm (comprimento e largura) de B. bassiana e B. amorpha, descritos na
literatura e encontrados no presente trabalho.

ESPECIES Médias (literatura) Médias obtidas (deste trabalho) Linhagens

B. amorpha 3,5a5x1,5a2 36a5x14a?2 B157
B. bassiana 2a3x2a2,5 2a3,1x2a2,6 B95, CG62, CGR2,
CG165, E3
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Figura 2: Microscopia Eletronica de Varredura das linhagens utilizadas de Beauveria.
Foto: Departamento de microscopia - LEO, NAP/MEPA, ESALQ/USP
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Figura 3: Coeficiente de circunferéncia dos conidios de Beauveria spp. calculados pela relagdo
comprimento/largura, cujas medidas foram obtidas por Microscopia Eletronica de Varredura. (Teste de

Tukey.Nivel<-0,05).

4.1.2 Influéncia do Meio de Cultura sobre o Crescimento das Colonias de

Beauveria

Este teste teve por finalidade analisar o comportamento das linhagens de Beauveria nos
meios MC e BDA (item 4.2.3.1). Pela comparacido do crescimento dos isolados nos meios de
cultura utilizados foi possivel verificar que todas as linhagens apresentaram aspecto pulvorulento
e cor branca caracteristica de Beauveria em meio solido (Figura 4). Os isolados B95, B157,
CG62 e E3 além das caracteristicas citadas, apresentaram crescimento radial caracteristico, com
intensa conidiacdo em ambos os meios € com o desenvolvimento melhor em MC; jé as linhagens
CG82 e CG165 apresentaram conidiacdo abundante em MC e se diferenciaram em BDA com

menor conidiacdo e zona periférica pouco densa resultando também em um menor crescimento.
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Ficou evidenciado que todas as linhagens se desenvolveram melhor em MC. A andlise desses
resultados demonstrou que em relacdo ao crescimento, os isolados endofiticos e
entomopatogénicos se desenvolveram melhor em MC do que em BDA (Figuras 4, 5, 6 e Tabela
3). Resultados semelhantes foram obtidos por Monteiro (1988), estudando B. bassiana (isolados
AM B-02 e AM. B-09) em MC. Entretanto, o citado autor trabalhou somente com B.bassiana
recém isolada de Tenebrio molitor (Coledptera: Tenebrionidae). Neste trabalho, o meio BDA foi
util por permitir distingdo entre as possiveis duas espécies, pois B157 supostamente da espécie B.
amorpha, cresceu melhor em BDA que as outras linhagens utilizadas. Por outro lado, o

crescimento em MC foi semelhante para todos os isolados.

Tabela 3: Influéncia do Meio de cultura, sobre o crescimento de seis linhagens de Beauveria, no periodo de 3 a 18
dias, em estufa a 28° C.

Diametro da Colonia (cm)1 Dias

3° 6° 9° 12° 15° 18°
Linhagem BDA MC BDA MC BDA MC BDA MC BDA MC BDA MC
B95 1,33 1,58 2,11 286 2,66 423 336 573 4,10 7,00 470 8,30
B157 090 1,65 266 320 380 473 533 653 7,10 8,16 880 890
CG62 1,38 1,40 235 275 3,16 4,06 450 550 590 6,70 736 7,96
CG82 1,46 1,81 246 2,73 346 423 425 530 5,10 630 6,15 740
CGl65 1,36 1,53 231 270 3,13 436 353 6,00 4,60 7,70 540 9,00
E3 1,56 1,68 220 3,05 270 436 326 570 4,10 7,10 5,00 846

"Média aritmética de 03 repeticdes.
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Figura 4: Influéncia dos meios de cultura sobre o crescimento de seis linhagens de Beauveria no periodo de 3 a 18
dias em Meio de Batata-Dextrose-Agar (BDA) e Meio Completo (MC).
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Figura 5: Diametro de coldnias de Beauveria crescidas em meio BDA no periodo de 3-18 dias.
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Figura 6: Diametro de colonias de Beauveria crescidas em meio MC no periodo de 3-18 dias.

41



4.1.3 Influéncia do Meio de Cultura no Peso Seco do Micélio

Conforme descrito no item 4.2.3.2 ap6s secagem em estufa (60° C), os micélios de
Beauveria, apés 4 dias, mantiveram peso constante. As figuras 7 e 8 mostram que o isolado
CG82 teve maior peso em meio BD, isto é, meio de Batata-Dextrose liquido sem Agar, que em
MC liquido e o isolado B157 maior peso em MC que em BD. Entretanto, ndo foram detectadas
diferengas significativas entre os pesos secos das linhagens utilizadas tanto no MC como no BD.
Os resultados indicam, que os meios BD a MC ndo distinguem as linhagens pela avaliacdo da

biomassa total.

0,35

0,25+

B95 B157 CG62 CG82 CG165 E3

Isolados

Figura 7: Avaliacdo do peso micelial em BD. Mesmas letras indicam nfo haver diferengas estatisticamente
significativas (Teste de Tukey. Nivel <=0,05).
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Figura 8: Avaliacdo do peso micelial em MC liquido. Mesmas letras indicam ndo haver diferencas estatisticamente

significativas (Teste de Tukey. Nivel <=0,05).

5.1.4 Meio de Cultura e Esporulacao

Apds 8 dias de crescimento, a esporulacdo dos isolados foi estimada em camara de
Neubauer (conidios/ml) conforme descrito no item 4.2.3.3. Comparando o meio BDA e MC foi
observado que todos os isolados praticamente apresentaram maior esporulacdo em MC (figuras 9
e 10). Além disso, foi constatado que o isolado B157 foi diferente dos demais isolados avaliados
produzindo significativamente mais esporos que os outros isolados. Esta € mais uma
caracteristica que distingue B157 dos demais isolados estudados no presente trabalho. Esta
caracteristica € de importancia para trabalhos que envolvem controle biolégico e colocam B157
como potencialmente apropriado para este tipo de aplicacdo, pois é por meio dos esporos que

Beauveria se dissemina no campo e ataca os insetos-pragas da agricultura. Também deve ser
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destacado que B157 tem origem endofitica o que significa que embora microrganismos
endofiticos em geral ndo tenham esporula¢do no interior das plantas hospedeiras, ela ndo perde

essa caracteristica quando cultivada em meios de cultivo no laboratério.

B95 CGi165 CGe62 CG82 B157 E3

Isolados

Figura 9: Nimero de esporos de isolados de Beauveria em meio BDA. O Log;, € do nimero de esporos e as

mesmas letras indicam ndo haver diferencas estatisticamente significativas (Teste Tukey. Nivel <= 0,05).

44



B95 B157 CG62 CG82 CG165 E3

Isolados

Figura 10: Numero de esporos de isolados de Beauveria em MC. O Log), é do niimero de esporos e as mesmas

letras indicam ndo haver diferencas estatisticamente significativas (Teste Tukey. Nivel <= 0,05).

4.2 Patogenicidade de Beauveria em larvas de Diatraea saccharalis

Conforme descrito no item 4.3.1, isolados endofiticos (B95 e BI157) e espécies
entomopatogénicas (CG62, CG82, CG165 e E3) de Beauveria foram inoculados em larvas de D.
saccharalis a fim de recuperar sua viruléncia. Alves (1998) observou uma variagdo da
patogenicidade com freqiiéncia em bioensaios de selecdo, podendo estar associados a fatores
como baixa viruléncia do isolado, especificidade, tolerancia do hospedeiro, entre outros. Esta
baixa viruléncia em isolados mantidos em laboratdrio se deve a repiques constantes em meio de

cultura sintético, o qual pode estar associado a repressdo de genes de viruléncia.
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Ap6s o repique em meio contendo lagartas de D. saccharalis, a viabilidade dos esporos de
cada isolado foi estimada (tabela 4) permitindo observar que os esporos dos isolados B157 e
CG82 apresentam viabilidade inferior a 90%, enquanto os outros apresentaram viabilidade de
95% ou maior que 95%, Em seguida, 10uL da suspensdo de esporos (10’ esporos/ mL™) dos
isolados foram inoculados nas larvas de D. saccharalis de 3° instar e posteriormente determinada
a mortalidade em até 10 dias. Os resultados mostraram que os isolados endofiticos B95 e B157
foram mais agressivos que as espécies entomopatogénicas CG62, CG82, CG165, e E3 (figura
11). A diferencga destes isolados indica que os endofiticos podem ser usados com maior sucesso
que os demais, e inclusive os isolados endofiticos poderiam ser utilizados para o controle de
pragas que colonizam o interior da planta hospedeira. Um ponto interessante foi que, embora o
isolado B157 tenha mostrado menor viabilidade dos esporos, a sua patogé€nese foi maior,
reforcando o seu potencial para o controle de pragas incluindo D. sacharalis. A Figura 12
apresenta as curvas de mortalidade de larvas de D. saccharalis. Novamente as linhagens
endofiticas B157 e B95 apresentam, especialmente apds o 5° dia do teste, alta eficiéncia em
relacdo as demais no ataque das larvas de D. saccharalis.

Sabendo-se que Beauveria bassiana € um grande controlador de insetos pragas em todo o
mundo (HAJEK e EASTBURN, 2001), os dados apresentados no presente trabalho mostram que
este fungo pode também manter estas caracteristicas mesmo tendo sido isolado como endéfito de
milho, fato este que ressalta a sua importancia para o controle de insetos pragas de culturas de

valor agricola.
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Tabela 4: Suspenséo e Viabilidade dos conidios de Beauveria.

Isolados Viabilidade (%) Suspensdo de Conidios/ ml
B95 98% 4,1x10’
B157 89% 3,9x10’
CG62 96% 4,3x10’
CG82 87% 4,5x10’
CG165 95% 4.9x10’
E3 97% 3,5x10’
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Figura 11: Avaliacdo da Patogenicidade de Beauveria em larvas de Diatraea saccharalis. Letras iguais indicam ndo
haver diferencas estatisticamente significantes. Teste de Tukey. Nivel <= 0,05 (Resultado de 5 repeticdes).
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Figura 12: Andlise da curva de Patogenicidade de Beauveria em larvas de D. saccharalis.

4.3 Analise da Variabilidade Genética de Beauveria

4.3.1 Diversidade Genética de RAPD

Identificar o grau de similaridade entre os gendtipos de organismos de interesse € a
fungdo desta técnica que amplifica fragmentos nao especificos de DNA, distribuidos de forma
aleatéria no genoma do organismo alvo, por meio da utilizagdo de oligonucleotideos iniciadores

(primers) de 10 bases, amplificando via PCR, fragmentos do DNA gendmico.

Para que se obtenha melhores resultados € importante que se otimizem as condicdes
de amplificacdo; selecionando os iniciadores ou primers, concentracio de fons MgCl,™ e DNA

na reacdo. Neste trabalho, foram avaliados os 6 isolados de Beauveria (2 endofiticos e 4
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entomopatogénicos). Foram avaliados os perfis de RAPD destes isolados utilizando 45 primers,
dos quais foram selecionados 6 ( W04, W06, W20, X04, X11, C08) que mostraram um melhor
perfil de bandas.

Foi observado que a melhor condi¢do na otimizacao da reacdo foi obtida utilizando-se
a concentragcdo 3.0 mM de MgCl, e 3U de enzima Taq DNA polimerase, juntamente com 10 ou
20ng de DNA por reacdo. Segundo Willians et al. (1993) a concentracdo de DNA na reacdo € um
fator muito importante na andlise de RAPD, visto que em altas concentragdes de DNA ¢
observado um borrdo (background) dificultando a leitura das bandas, enquanto que em
concentracdes baixas ocorre a perda de bandas importantes que seriam visiveis em concentragdes

adequadas.

Utilizando-se as condi¢des otimizadas foi possivel avaliar a diversidade genética dos
6 isolados de Beauveria. Os primers utilizados no presente estudo geraram um total de 88 bandas
com 6timo nivel de repetibilidade. Destas bandas, 82 mostraram-se polimérficas, ou seja,
estiveram ausentes em pelo menos um isolado avaliado. A figura 13 mostra o perfil de bandas
obtido como o primer XO4 para os 6 isolados, indicando que os isolados endofiticos
apresentaram bandas diferenciadas dos isolados entomopatogénicos (ver seta).

Para mostrar as relacOes genéticas entre os isolados avaliados construiu-se um
dendrograma (figura 14) por meio da andlise combinada das 88 bandas. Utilizando uma linha
arbitraria a 95% de similaridade, foi observada a formacdo de 4 grupos distintos: G1 (B157,
B95), G2 (CG82, CG165), G3 (CG62), G4 (E3). Na andlise observa-se que o grupo 1 pode ser
separado muito bem dos demais isolados com 100% de confiabilidade (valores de bootstrap)

mostrando que eles sdo geneticamente diferentes dos demais isolados. Desta forma o presente
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trabalho, por meio dos dados de RAPD, permitiu uma distincdo genética entre isolados

endofiticos e entomopatogénicos.

B95 B157 CG62 CG82 CG165 E3

Figura 13: Analise do RAPD, gel de eletroforese mostrando padrdes de RAPD obtidos dos isolados de Beauveria
usando o primer X04. M-marcador Ladder 1 KB.
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Figura 14: Dendrograma construido com andlise molecular RAPD dos isolados de Beauveria..

4.3.2 Analise do rDNA de Beauveria

Por meio da amplificacdo das regides ITS1, 5.8S e ITS2 do rDNA de Beauveria foi
obtido um produto de PCR em torno de 750 pb, ndo mostrando polimorfismo quanto ao tamanho
do fragmento amplificado. Estes fragmentos foram posteriormente seqiienciados, alinhados e
comparados com outras seqiiéncias depositadas no GenBank. As seqii€éncias avaliadas mostraram
dendrogramas com as relacOes filogenéticas entre os isolados (figura 15), mas ndo houve

possibilidade de separacdo entre isolados endofiticos e entomopatogénicos de Beauveria.
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5 CONCLUSOES

Com base nos resultados obtidos podemos concluir que:

A andlise morfologica permitiu classificar todas as linhagens utilizadas como sendo
pertencentes ao género Beauveria, porém, o auxilio da Microscopia Eletronica de
Varredura associada a outras caracteristicas permitiu distinguir uma linhagem endofitica
(B157) como pertencente a outra espécie de Beauveria que nao B. bassiana;

O crescimento das linhagens em dois distintos meios de cultura, novamente indicou uma
linhagem endofitica (B157) com crescimento diferencial das demais em meio BDA.
Entretanto, o peso seco de micélio ndo se constitui em um bom parametro na distin¢do das
linhagens usadas;

A linhagem endofitica B157 apresentou nimero de esporos superior as demais. Além de
ser um fator de distingdo entre as linhagens, esta caracteristica € de valor para sua
utilizagdo no controle de insetos;

Cinco linhagens foram efetivas no controle de larvas de D. saccharalis e as linhagens
endofiticas foram as que melhor se comportaram quando analisadas conjuntamente
quanto ao numero e tempo de mortalidade de larvas;

Pela andlise molecular via RAPD foi possivel distinguir linhagens endofiticas das
entomopatogénicas;

Todos os dados analisados conjuntamente indicam que o isolado B157 pertencente ao
género Beauveria, possivelmente se classifica como Beauveria amorpha ou mesmo a uma

espécie ainda ndo identificada.
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