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CARACTERIZACAO MOLECULAR DE ESPECIES DE METARHIZIUM E
PATOGENICIDADE SOBRE DIATRAEA SACCHARALIS

MARIA DO LIVRAMENTO FERREIRA LIMA

RESUMO

Foram analisadas 15 linhagens de Metarhizium isoladas de diferentes regides e
hospedeiros quanto as caracteristicas genéticas ¢ 7 linhagens quanto a patogenicidade
sobre Diatraea saccharalis. Os marcadores moleculares ITS (Internal Transcrided
Spacer) do tDNA, Intron splice site primer, RAPD e Microssatélites (SSR-Simple
Sequence Repeats) foram utilizados para avaliar a diversidade genética entre as
linhagens. A anélise de agrupamento usando o método UPGMA baseada nas distancias
genéticas dos quatro marcadores moleculares confirmou a diversidade genética
reconhecida no género Metarhizium. As enzimas de restricdo, Haelll e Mspl,
evidenciaram a diversidade genética entre as linhagens ao digerirem os produtos de
amplificacdo do locus ITS1-5.8S-ITS2 do rDNA com os iniciadores ITS4 e ITSS, a
enzima Dral ndo apresentou sitios de restri¢do. Os introns do grupo mRNA nuclear
discriminaram as linhagens de Metarhizium apenas com a utilizagcdo do iniciador EI1.
As técnicas de RAPD e regides de Microssatélite foram eficientes em demonstrar a
diversidade entre as linhagens. Porém o microssatélite (GACA)4 foi mais sensivel em
detectar a variabilidade intra e interespecifica entre as diferentes linhagens de
Metarhizium. Nao houve correlagdo entre grupos e regides geograficas. As linhagens
4415, 4400 e 4897 causaram maior percentual de mortalidade das larvas de Diatraea
saccharalis. Também nao houve correlagdo entre os agrupamentos gerados pelas

técnicas moleculares e percentual de mortalidade de larvas de D. saccharalis.

Palavras-chave: Metarhizium, regido ITS-rDNA, Intron Splice Site Primer, RAPD,

Microssatélite e Diatraea saccharalis.



MOLECULAR CHARACTERIZATION OF METARHIZIUM AND
PATHOGENICITY ON DIATRAEA SACCHARALIS

MARIA DO LIVRAMENTO FERREIRA LIMA

ABSTRACT

Fifteen Metarhizium strains isolated from different areas and hosts were analysed upon
genetic characteristics and 7 strains upon the pathogenicity to Diatraea saccharalis. The
ITS (Internal Transcrided Spacer) molecular markers of rDNA, Intron splice site
primer, RAPD and Microsatelite (SSR-Simple Sequence Repeats) were used to evaluate
the genetic diversity among strains. The grouping analysis using the UPGMA method,
based on the genetic distances of four molecular markers, confirmed the recognized
genetic diversity of the genus Metarhizium. The restriction enzymes Haelll e Mspl,
presented genetic diversity among the strains when digesting the amplification products
of the rDNA locus ITS1-5.8S-ITS2 with the ITS4 and ITSS primers, the enzyme Dral
did not present restriction sites. The introns of nuclear mRNA group were able to
discriminate the Metarhizium strains only by using the EIl primer. The RAPD and
Microsatelite techniques were efficient to demonstrate the diversity among the strains.
However, the microsatelite (GACA); was more sensitive to detect the intra and
interspecific variability among different Metarhizium strains. There was no correlation
among groups and geographic areas. The strains 4415, 4400 and 4897 caused higher
percentage of Diatraea saccharalis larvae mortality. Moreover, there was no correlation
among the grouping generated by molecular techniques and percentage of D.

saccharalis larvae mortality.

Key Words: Metarhizium, region ITS-rDNA, Intron Splice Site Primer, RAPD,

Microsatelite and Diatraea saccharalis.
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1. INTRODUCAO

A cana-de-acticar ¢ uma cultura de grande importancia econdmica e social
para o Brasil, ocupando atualmente mais de 5 milhdes de hectares plantados, dos
quais aproximadamente 1,2 milhdes estdo na Regido Nordeste. Além da produgdo de
acucar, ¢ matéria prima para producdo de alcool, destacando-se como subproduto, o
bagaco para a producdo de papel, racdo animal e mais recentemente para co-geracao
de energia elétrica (MARQUES et al., 2001).

Muitos fatores sdo responsaveis pela reducdo dos rendimentos agro-
industriais da cultura, tais como a agdo de pragas que causam significativas perdas
por unidade de area. Entre essas pragas, destaca-se a broca-comum Diatraea
saccharalis (Fabr.), pela sua ampla distribuicao nos canaviais do Brasil e de outras
localidades no continente americano de maneira geral (SILVA et al., 1997).

Entre os agentes causadores de doencas infecciosas em insetos, os fungos
ocupam um lugar de destaque, sendo os primeiros agentes de infeccdo de natureza
microbiana identificados (ALVES, 1998). Assim, entre os fungos entomopatogénicos
mais conhecidos e estudados, destacam-se Metarhizium anisopliae (Metsch.) Sorokin
e Beauveria bassiana (Bals.) Vuillemin. M. anisopliae foi isolado pela primeira vez
em 1879, por Metschnikof, de larvas de Amisopliae austriaca (LUNA-ALVES
LIMA, 1985). E o mais usado no controle bioldgico das cigarrinhas da cana-de-
acucar (Mahanarva posticata e M. fimbriolata), possuindo a vantagem de ser in6cuo
ao homem e aos outros animais.

M. anisopliae var. acridum Driver & Milner e M. flavoviride var. flavoviride
Rombach estdo sendo aplicados no campo como bioinseticidas em alguns paises
africanos, mas pouco se conhece sobre os aspectos biologicos destes fungos
(ALVES, 1998). Metarhizium flavoviride Gams & Roszypal ¢ um entomopatdogeno
com grande potencial para o controle biolégico de insetos-praga da agricultura,
principalmente de gafanhotos, sendo que o controle dessa praga da-se principalmente
com uso de inseticidas quimicos. Uma das alternativas encontradas por varios
pesquisadores visando controlar esses insetos ¢ a utilizagdo de agentes naturais.

Virias espécies de fungos tém sido testadas para essa finalidade, como M.
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flavoviride, M. anisopliae, Beauveria bassiana ¢ Nomuraea rileyi (Farlow) Sanson.
M anisopliae var. acridum tem se mostrado como um dos mais promissores contra os
gafanhotos, devido apresentar resisténcia as altas temperaturas, viruléncia elevada e
facilidade de produgdo em condi¢des de laboratério (XAVIER-SANTOS et al.,
1999a).

No Brasil, estudos genéticos tém sido desenvolvidos visando esclarecer
fenomenos bioldgicos em fungos entomopatogénicos, de modo que ja foram obtidos
produgdo e regeneragdo de protoplastos, como também resisténcia a fungicidas como
Benomyl, Captan, Iprodiona e Procimidona (KUKLISKY-SOBRAL et al., 2004).
Andlises intra e interespecificas tém sido aplicadas para a caracterizacao de linhagens
fingicas, permitindo a identificagdo e detec¢do de sua variabilidade. Atualmente
técnicas de marcadores genéticos, principalmente de RAPD s3o muito utilizadas em
fungos (DRIVER et al., 2000; HSIANG & WU, 2000; DALZOTO et al., 2003) ¢
muito adequadas para a caracterizagdo de linhagens tanto de uma mesma espécie
quanto de espécies diferentes (MANULIS et al., 1994; LEAL, 1996; MARTINS et
al., 1999; MAVRIDOU et al., 2000).

Pouco se conhece sobre a variabilidade genética de M. flavoviride var.
flavoviride, tendo em vista que o ciclo parassexual ainda ndo foi detectado nessa
espécie, dificultando o seu estudo genético e consequentemente os mecanismos de
recombinacdo e de patogenicidade. Essas informagdes também sdo importantes para
serem utilizadas na elaboracdo de projetos de pesquisas sobre a aplicagdo do
patégeno como biocontrolador de insetos-praga ao nivel de campo.

O trabalho teve por objetivo analisar a variabilidade genética de 15 linhagens
de Metarhizium, procedentes de diferentes localidades, utilizando marcadores
moleculares e sua agdo patogénica sobre larvas de terceiro instar de Diatraea

saccharalis.



LIMA, M. L. F. Caracteriza¢do molecular de espécies de Metarhizium... 17

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Metarhizium anisopliae e Metarhizium flavoviride

Dentre os géneros de fungos mais importantes para o controle bioldgico,
encontra-se Metarhizium, que se destaca por apresentar eficiéncia no controle
integrado de insetos-praga (ONOFRE et al., 2002). Seu primeiro registro foi feito por
Metschnikoff, como Entomophtora anisopliae, isolado do besouro Amnisopliae
austriaca, na Russia, em 1879. O isolado de Metschnikoff foi reclassificado por
Sorokin em 1883 que descreveu o género, com uma Unica espécie, M. anisopliae
(Metsch.) Sorokin, nomenclatura valida até os dias atuais (PETCH, 1931;
TULLOCH, 1976; LUNA-ALVES LIMA, 1985; XAVIER-SANTOS, 1999a).
Baseando-se na morfologia e na produ¢do de conidios, atualmente sdo identificadas
trés espécies: M. anisopliae, M. flavoviride e M. album (Petch) sendo todas,
potenciais agentes de controle microbiano de pragas de interesse agricola e em satde
publica (BRIDGE et al., 1993; RAKOTONIRAINY et al.,1994; ONOFRE et al.,
2002).

Para M. anisopliae, a principio, foram descritas duas variedades; M.
anisopliae var. anisopliae com conidios que variam entre 3,5 a 9,0 um de
comprimento e M. anisopliae var. majus cujos conidios estdo entre 9,0 a 18,0 um de
comprimento (TULLOCH, 1976). Entretanto, estudos recentes baseados em
seqliéncias do gene ribossomal 28S e regido espagadora ITS, identificaram duas
novas variedades, M. anisopliae var. acridum e M. anisopliae var. lepidiotum
(DRIVER et al, 2000). No Brasil, M. anisopliae var. anisopliae assume grande
importancia, por ter sido empregada no primeiro projeto de controle bioldgico com
aplicagdo no campo, para o controle da cigarrinha da folha da cana-de-agucar
Mahanarva posticata (Stal), sendo um dos programas mais bem sucedidos no mundo
(FERRON, 1981; ALVES, 1998; FARIA & MAGALHAES, 2001). RIBEIRO
(1997) ressaltou a importancia dessa espécie por ser indcua aos animais de sangue
quente, ndo acarretando problemas as plantas, ao homem e nao interferindo na micro

e macrofauna benéficas dos parasitas e predadores.
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M. anisopliae caracteriza-se por apresentar abundante esporulagdo em meios
artificiais e no interior de insetos. As condi¢cdes ambientais 6timas ao crescimento
deste fungo, correspondem a temperatura entre 25-30°C, umidade proxima a 92,5%,
presenca de luz continua e pH entre 3,5 e 8,5 (AZEVEDO e MESSIAS, 1985;
ATHAYDE, 2002).

Alves (1998) também ressaltou a importincia de M. anisopliae var.
anisopliae, mais adaptada as condigdes climaticas brasileiras, devido a diversidade
genética que resulta no aparecimento de muitas linhagens com diferentes niveis de
viruléncia, especificidade, produ¢do de conidios e resisténcia a radia¢ao ultravioleta,
e ao fato de ser patogénica a mais de 200 espécies de insetos, sendo um dos agentes
biocontroladores de pragas da agricultura mais estudados e que melhores resultados
tem sido demonstrado (OLIVEIRA et al., 1997; PANTOU et al., 2003).

Arthurs & Thomas (2001) estudaram em condi¢des de laboratorio, o efeito da
temperatura ¢ umidade relativa sobre a esporulacdo de M. anisopliae var. acridum
em cadaveres do gafanhoto Schistocerca gregaria. Observaram que a esporulacao foi
otimizada a uma umidade relativa superior a 96% e temperatura o6tima entre 20 e
30°C. Esta variedade vem sendo empregada em experimento no campo na Africa e
em outros paises, visando o controle de gafanhotos, com doses em torno de 10’
conidios/ha com resultados animadores (ALVES, 1998).

Gams & Rozsypal (1973), baseados essencialmente na morfologia e
dimensdao dos conidios e conidiéforos, descreveram a espécie Metarhizium
flavoviride para um fungo isolado de curculionideos (Ceutorrhynchus macula-alba
Herbst e C. albovittatus Germar) em 1956 e de solos cultivados em varios paises
europeus. Por outro lado, Rombach et al. (1986) descreveram uma nova variedade da
espécie, M. flavoviride var. minus, passando a espécie a ter duas variedades: uma
denominada de M. flavoviride var. flavoviride caracterizada pela formacdo de
conidi6foros originando fidlides clavadas (9-14 x 3-4,5 um) e cadeias de conidios
elipsoides, em linhagens jovens, (7-9(-11) x 4,5-5,5 um ), conidios cilindricos, em
linhagens velhas, (7-10 x 3-4um), que foi reconhecida por Driver et al. (2000) e a
outra de M. flavoviride var. minus isolada de gafanhotos que apresentava

conidi6foros e conidios semelhantes aqueles de M. flavoviride descrito por Gams e
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Rozsypal diferenciando-se apenas em suas dimensdes. As células conidiogénicas
eram menores (8,4 £ 1,2 x 2,8 + 0,3 um) e os conidios também menores variando de
tamanho (4,5-7 x 2-3 um).

Utilizando sequenciamento do gene 28S regido ITS e RAPD, Driver et al.
(2000) analisaram 123 isolados de espécies identificadas como M. anisopliae, M.
flavoviride ou M. album. Os resultados confirmaram a predominancia de M.
anisopliae, embora tenham sido reconhecidos quatro agrupamentos: M. anisopliae
var. anisopliae, M. anisopliae var. majus e dois isolados descritos como variedades
novas M. anisopliae var. lepidiotum e M. anisopliae var. acridum var. nov. Um outro
grupo representado por duas novas variedades, M. flavoviride var. novazealandicum
e M. flavoviride var. pemphigum. Apos a publicacdo desse trabalho as linhagens
brasileiras isoladas de gafanhoto tidas como de M. flavoviride passaram a ser
denominadas M. anisopliae var. acridum.

Atualmente M. anisopliae var. acridum possui maior grau de infectividade e
patogenicidade contra gafanhotos, apresentando resultados promissores como
biocontrolador destes insetos na Africa e Australia (GOETTEL et al., 1995; ALVES,
1998; XAVIER-SANTOS et al., 1999b). As estruturas de duas importantes toxinas
contra insetos, a Viridoxina A e Viridoxina B, isolada de M. flavoviride foram
descritas por Gupta et al. (1993). Segundo Rakotonirainy et al. (1994), esta espécie é
de ocorréncia e distribuicdo mais restritas que o M. anisopliae.

Braga et al. (2001) estudando a resposta de algumas linhagens de M.
anisopliae submetidas a UV-B, observaram que a germinacdo dos conidios e
sobrevivéncia das linhagens foram retardadas, sendo que o decréscimo da
germinagdo foi diretamente proporcional a dosagem, com valores entre 3,3 a 25,9 kJ
m™. Todavia Onofte et al. (2001) ao estudarem o crescimento e esporulacio de M.
flavoviride var. flavoviride em diferentes meios de cultura e regime de luminosidade,
observaram que as melhores condi¢des para o crescimento e esporulagdo foram
conseguidas tanto no meio de cultura BDA (Batata Dextrose Agar) quanto no Meio

Completo combinados com o regime de luminosidade continua.
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2.2 Utilizacao de Metarhizium spp. para o biocontrole de insetos-praga

O interesse pelo uso de fungos para o controle de pragas da agricultura tem
aumentado nos ultimos anos, a medida que foram sendo evidenciados os problemas
advindos da utilizacdo dos inseticidas quimicos. Os fungos patogénicos incluem um
grande e heterogéneo grupo de organismos que ocupam posi¢des de grande
importancia tanto na agricultura quanto nas popula¢des naturais. Eles demonstram
uma enorme diversidade no modo pelo qual interagem com seus hospedeiros
(ALVES, 1998; BARBIERE & CARVALHO, 2001).

O controle bioldgico de pragas ¢ uma forma de manter populagdes de insetos
em equilibrio no ambiente, limitando a rapida multiplicagdo destes, sem causar danos
a outros organismos no ecossistema (ONOFRE et al., 2002). Com o controle
quimico, o problema de emergéncia de resisténcia nos organismos-alvo, tornam os
inseticidas ineficazes para os futuros tratamentos (SERAFINI et al., 2001) Devido
aos problemas que surgem com o uso de pesticidas aumenta a necessidade de
incentivos a um manejo mais racional dos agroecossistemas, com emprego de
praticas integradas, incluindo a resisténcia genética de cultivares, o uso de elementos
sadios de propagacdo vegetal, e o controle biologico natural e aplicado (RESENDE
& SILVA, 2001).

Inimeras espécies de insetos sdo controladas por Metarhizium e Beauveria,
dentre os quais, destacam-se Diatraea saccharalis, Plutella xylostella, Ostrinia
nubilalis e Cydia pomonella (ALVES, 1998; HUGHES et al., 2004). M. anisopliae
possui uma ampla faixa de hospedeiros, por isso € uma das espécies mais utilizadas
no controle microbiano de insetos.

Todo o processo de infecgdo no hospedeiro ocorre em fases sucessivas da
adesdo dos esporos, germinacgdo, diferenciacdo da hifa (formagdo do apressorio),
penetragdo, colonizagdo, reproducdo e disseminagdo, para o inicio de um novo ciclo
(PINTO et al., 1997; FRAZZON et al., 2000; BITTENCOURT et al., 2004). O
patogeno precisa, antes de tudo, vencer a barreira cuticular do artrépodo, e para isso,
a elaboracdo e combinacdo de enzimas secretadas pelo fungo sdo estritamente

necessarias para que possa ocorrer a digestdo da cuticula do inseto (KENDRICK,
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1992; FERREIRA, 2004). Alguns trabalhos tém correlacionado a producao de
enzimas in vitro com a viruléncia do patdgeno, as proteases e quitinases tém sido
relatadas como as mais importantes (KENDRICK, 1992; HARAN et al.,1996; ST.
LEGER et al., 1996; SILVA PINTO et al. 2002).

Para Ribeiro et al. (1992) M. anisopliae ¢ bastante eficiente no controle
microbiano de insetos. Os primeiros trabalhos sobre aplicacdo de M. anisopliae, no
controle das cigarrinhas da cana-de-agucar no Brasil tiveram inicio no Nordeste, nos
Estados de Pernambuco, Sergipe e Bahia. Marques et al. (2001), afirmaram que
foram produzidos pelo Instituto do Agticar e do Alcool (IAA/Planalsucar) e demais
laboratdrios setoriais instalados no Estado de Pernambuco, aproximadamente 40.000
Kg de conidios de M. anisopliae, os quais foram aplicados em uma area de 500.000
hectares de cana-de-acucar infestada por Mahanarva posticata. Onofre et al. (2002)
ressaltaram a importancia da espécie para o controle de importantes insetos-praga
tais como: Anthonomus grandis, bicudo-do-algodoeiro e formigas do género Atta.
Além disso, hd comprovada potencialidade contra insetos de interesse médico como:
Triatoma infestans, Glossina morsitans morsitans (mosca-tsé-ts¢), Aedes aegypti €
Anopheles stephens.

M. anisopliae € bastante utilizado no controle de pragas que causam prejuizos
as culturas de interesse agricola em todo o mundo. No continente africano, Maniania
et al. (1994) realizaram experimentos no campo, no Quénia, para avaliar o potencial
da espécie no biocontrole de Chilo partellus, na cultura do milho e observaram que
embora o fungo nao tenha sido patogé€nico em massas de ovos com 12 h de idade,
houve uma redugdo significativa no nimero de larvas de C. partellus e no nivel de
danos as folhas. Na Etiopia, Kassa et al. (2002) verificaram a suscetibilidade de
Sitophilus zeamais e Prostephanus truncatus a M. anisopliae, importantes pragas de
cereais estocados. Os isolados testados foram virulentos para os insetos, com um
percentual de mortalidade entre 92-100%.

Athayde et al. (2001) estudaram a patogenicidade de M. anisopliae ¢ M.
flavoviride contra o carrapato bovino (Boophilus microplus) e verificaram que esses
fungos influenciaram nas varias etapas do ciclo biologico desse carrapato e

constataram ainda que M. flavoviride mostrou-se mais eficiente, apresentando um
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percentual médio de controle de 90,94%, sendo assim considerado um agente
entomopatogénico que podera ser empregado em futuros programas de controle
desses carrapatos. Onofre et al. (2002) avaliaram a eficiéncia de dois isolados de M.
anisopliae var. anisopliae ¢ M. flavoviride var. flavoviride em fémeas ingurgitadas
de B. microplus, em experimento de laboratorio e de campo, e observaram que M.

flavoviride var. flavoviride mostrou-se mais patogénico

2.3 Cana-de-acucar e broca-comum (Diatraea saccharalis)

A cana-de-actcar ¢ uma das principais culturas da regido Nordeste do Brasil.
Trata-se de uma monocultura extensivamente plantada em grandes areas nos Estados
de Alagoas, Pernambuco, Paraiba, Rio Grande do Norte e Sergipe. Possui relevante
importancia para o Brasil, constitui a principal matéria-prima para a producao de
acucar e alcool combustivel, bem como para producdo da bebida destilada (cachaga).
Como sub-produtos da cana-de-agucar, destacam-se ainda o bagaco para produgdo de
papel, ragdo animal e mais recentemente para co-geragdo de energia elétrica gerando
emprego ¢ renda para as regides onde ¢ cultivada (SILVA et al, 1997;
FIGUEIREDO, 2001; MARQUES et al, 2001).

Entre os fatores que tém interferido no rendimento agroindustrial da cultura,
pode-se destacar os problemas fitossanitarios. Dentre as principais pragas, destacam-
se a broca comum D. saccharalis, as cigarrinhas Mahanarva posticata ¢ M.
fimbriolata e a broca gigante Castnia licus (LIMA & MARQUES, 1985). D.
saccharalis, destaca-se como a mais importante praga desta cultura na maioria das
regides canavieiras do pais. E um inseto de grande interesse econdmico para a
industria do agucar e do alcool; cujos adultos colocam os ovos nas folhas da planta e
as larvas penetram nos colmos pela abertura de galerias, provocando perda de peso,
morte das gemas e "coragcdo morto", que além de reduzir a tonelagem por area, e ndo
raro exige custosos replantes. Ocorrem também consideraveis prejuizos indiretos,
pois as aberturas (orificios e galerias) permitem entrada dos fungos Colletotrichum
falcatum, Fusarium moniliforme e Physalospora tucumanensis que invertem a

sacarose em glicose, diminuindo a pureza do caldo e o peso do agucar (GALLO et
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al., 1988; ARRIGONI, 1992; RUVOLO-TAKASUSUKI et al., 2002; FALCO &
SILVA-FILHO, 2003). Os prejuizos sao avaliados a partir da porcentagem de
intensidade de infestacdo, estima-se que para cada 1% de intensidade de infestacdo
perdem-se 0,14% de cana em peso no campo e 0,48% de agucar no processo de
extracao industrial, proporcionando uma diminui¢do de 0,370 kg de acticar ou 0,165
L de alcool para cada tonelada de cana processada. O controle quimico, ¢ pouco
eficiente, atingindo apenas os adultos, sendo necessarias vdrias aplicagdes, em
intervalos de 15 a 20 dias, com emprego de aeronaves, para pulverizar os produtos a
base de carbaril, malation, chlorpirifos, fipronil entre outros. O controle biologico,
mais econdmico, utilizando M. anisopliae, tem demonstrado bons resultados,
aplicando-se 100 a 200g de esporos por hectare, em pulverizagdes em alto volume,
na fase inicial do ataque da praga (NOVARETTI et al. 1999; BOTELHO &
MACEDO, 2002).

Alves (1998) afirmou que D. saccharalis é suscetivel a M. anisopliae e B.
bassiana. M. anisopliae coloniza naturalmente cerca de 10% das larvas, nas
condi¢des climaticas do Nordeste, sendo patogénico para todos os estagios de
desenvolvimento da broca. Segundo Pereira et al. (1998), na cana-de-agucar a
incorporacdo dos restos culturais pode favorecer o desenvolvimento de fungos
entomopatogénicos no solo e a manutencao do equilibrio entre a microbiota, insetos-
praga e outros artropodes existentes nesse ambiente. De acordo com Lima &
Marques, (1985) no Nordeste do Brasil o controle bioldgico das brocas Diatraea spp.
vem sendo efetuado pela utilizacdo da vespa indiana Apanteles flavipes. Falco &
Silva-Filho (2003) ressaltaram a importancia do inimigo natural Cotesia flavipes para
o controle dessa praga. Arcas et al., (1999) utilizaram dois isolados de B. bassiana
para o controle de D. saccharalis. Trabalhando com lagartas de Castnia licus,

Figuerédo (2001) observou a mortalidade de 43,3 a 80%, causada por M. anisopliae.
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2.4. Marcadores Moleculares

Os insetos-praga sdao atacados por microrganismos entomopatogénicos que
controlam as pragas que passam a ndo produzir danos expressivos. Algumas
possibilidades de alteracdes genéticas nesses microrganismos, usados no controle
bioldgico, sdo o melhoramento genético para o aumento da viruléncia; da
especificidade; da resisténcia a inibidores como luz ultravioleta solar, esporulagao,
sobrevivéncia e viabilidade (AZEVEDO, 1998).

O melhoramento genético de fungos entomopatogénicos pode levar ao melhor
aproveitamento de suas potencialidades como agentes de controle biologico de
pragas da agricultura. A eficiéncia do biocontrole com fungos entomopatogénicos
pode ser aumentada por manipulagdo genética, alterando fatores como esporulacao,
dispersdo e tolerancia ao estresse por parte dos esporos (OLIVEIRA et. al., 1997,
FREIRE et al., 2001). Como em todo processo de melhoramento, ¢ essencial que
dentro de uma espécie a ser melhorada, exista variabilidade, isto ¢, formas diferentes
que permitam ao melhorista selecionar as mais apropriadas para seus objetivos. Os
fungos possuem variabilidade conseguida naturalmente por mutacdes. O ciclo
parassexual tem sido de grande utilidade no melhoramento genético de fungos como:
M. anisopliae, B. bassiana entre outros (AZEVEDO, 2001).

A avaliacdo da diversidade genética nos Anamorfos (fungos imperfeitos), ¢
uma questdo muito importante, pelo fato destes ndo realizarem a reproducao sexuada.
Antes do advento dos marcadores moleculares, a caracterizacao de isolados fungicos
era restrita, principalmente, aos marcadores morfologicos. A caracterizacdo
morfologica, embora Ttil, ¢ bastante limitada devido ao baixo nimero de caracteres
passiveis de serem analisados e da resposta fisioldgica nos meios de cultura.
Técnicas moleculares tém contribuido para a exploragdo da diversidade genética, que
compreendem desde a separagdo isoelétrica de isoenzimas até as técnicas
moleculares: RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA), RFLP (Restriction
Fragment Length Polymorphism), Microssatélite (SSR / Simple Sequence
Repeats) entre outras (ALFENAS & MATSUOKA 1987; BIDOCHKA et al., 1994;
TIGANO-MILANI et al., 1995; FUNGARO, 2000; DALZOTO et al., 2003).
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2.4.1. PCR (Polimerase Chain Reaction)

A reagdo em cadeia da polimerase ¢ a amplificagdo enzimatica de uma
sequéncia especifica de DNA, visando a produg¢do de milhdes de copias desta
sequéncia. Conforme descrita por Saiki et al. (1985), ¢ uma técnica que permite
amplificar in vitro pequenos segmentos especificos do genoma, flanqueadas por
iniciadores (primers), através da enzima Taqg DNA polimerase, sendo possivel
utilizar métodos simplificados para extragdo do DNA, pois requer uma quantidade
minima deste para realizagdo da técnica. A principal vantagem da PCR ¢ sua alta
sensibilidade, pois a cada ciclo o nimero de seqiiéncias alvo duplica. Considerando
uma Unica seqiiéncia alvo do DNA molde em uma PCR composta por 35 ciclos
espera-se alcancar, apds a reacdo, um numero de aproximadamente 34.359.738.368
moléculas (2*°). Porém, esta grande sensibilidade pode se transformar em
desvantagem em algumas ocasides, pois qualquer contaminacao da amostra do DNA
molde pode levar a falsos positivos, sendo necessaria a ado¢do de méximo cuidado
no manuseio dos componentes da reacdo. Um controle absoluto (amostra sem DNA
molde) devera ser incluido em todas as analises (LIMA & ASSUNCAO, 2001). Essa
técnica causou grande impacto nos estudos genéticos, dando origem a outras classes
de marcadores moleculares que tém revolucionado a genética molecular, pois sdo
ferramentas relativamente mais simples, rapidas e seguras para identificacdo e
caracterizagdo de diversos organismos e contribuem para o entendimento de varios
processos bioldgicos, com aplicagdo na taxonomia e filogenia principalmente em
fungos (FERREIRA & GRATTAPAGLIA, 1998; LEAL-BERTIOLI, 1998;
FUNGARO, 2000). Estes processos tém permitido avangos significativos em areas
aplicadas, dentre as quais a identificacdo de genotipos, o diagnéstico de doengas,
melhoramento genético de plantas, animais e microrganismos (FUNGARO &

VIEIRA, 1998; DESTEFANO, 2003).

2.4.2. ITS (Internal Transcrided Spacer)
De acordo com Fungaro, (2000) o DNA que codifica para o RNA ribossomal
aparece repetido centenas de vezes no genoma fingico. O fato desse agregado génico

apresentar algumas regides altamente conservadas e outras variaveis, tem permitido a
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analise de variacao de diferentes niveis taxonomicos. O rDNA consiste de uma série
repetitiva de trés regides génicas conservadas, composta pelos genes 16-18, 5,8 e 28S
e de duas regides espagadoras intergénicas varidveis denominadas: [Internal
Transcrided Spacer (ITS) e Intergenic Spacer (IGS). Estas regides permitem que
iniciadores de PCR sejam desenhados e utilizados para uma ampla gama de espécies
fungicas (WHITE et al., 1990). A regido 18S ¢ a mais conservada e por isso ¢
utilizada para compara¢do de organismos distantemente relacionados. A por¢ao 28S
¢ mais variavel, sendo apropriada para a comparacao de diferentes géneros ou, em
alguns casos, de diferentes espécies. As regioes ITS evoluem rapidamente, por isso
sdo apropriadas para discriminar espécies relacionadas e variedades de uma mesma
espécie.

Leal-Bertioli (1998) afirma que informagdes de seqiiéncias de regides
conservadas permitem a constru¢ao de iniciadores para sua amplificacdo a partir de
genomas diversos. As andlises podem ser obtidas da presenca ou auséncia de
produto, clivagem dos produtos de PCR, gerando RFLPs, assim como do
sequenciamento direto dos mesmos. Os exemplos mais comuns para estes sdo a
amplificacao de genes de rRNA, mtRNA, tRNA e microssatélites. O fato das regides
ITS serem flanqueadas por segmentos conservados, serem relativamente curtas (500
a 800 pb) e aparecerem em grande numero de cOpias no genoma, permitem que
sejam amplificadas e seqiienciadas com facilidade (FUNGARO, 2000). Paul (2001)
ressalta que o DNA ribossomal nuclear é constituido por regides transcritas € nao
transcritas. A ITS1 e ITS2 sdo regides variaveis e podem ser amplificadas pela
técnica PCR usando iniciadores universais ITS5 e ITS4 (Figura 1). O mesmo autor
utilizou esta técnica para comparar Pythium longandrum sp nov. com espécies
correlatas. Sosa-Gomez et al. (1998) sequenciaram o gene 5.8S de Metarhizium com
as regioes intergénicas (ITS 1 e ITS 2) e a andlise filogenética dos dados de
sequenciamento mostrou que M. anisopliae constitui um grupo monofilético, e M.
flavoviride e M. album representam duas linhas evoluciondrias separadas.

Uma ferramenta bastante apropriada para analises de DNA, ¢ a investigacao
sobre as variagdes no tamanho dos fragmentos gerados de distintas amostras de DNA

clivadas com enzimas de restri¢do, pela compara¢do entre o nimero e tamanho dos
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fragmentos produzidos pela digestdo do DNA com ou sem uma posterior etapa de
hibridizacdo com sondas marcadas (MARQUES et al., 2002). As enzimas de
restricdo cortam o DNA em sitios, onde cada enzima reconhece uma seqiliéncia
caracteristica e especifica de nucleotideos. A alteracdo em ao menos um nucleotideo
pode criar ou destruir um sitio de restricdo. Por isso quando existe variacdo ou
polimorfismo entre individuos na posi¢dao dos sitios de corte ¢ no comprimento de
DNA entre eles, ocorrem fragmentos de restricdo de diferentes tamanhos (SANTOS,
2001).

Analises de restricao de ITS e 5.8S de ITS tem auxiliado na taxonomia de
espécies fungicas. Nas espécies Beauveria brongniartii e M. anisopliae, foi
observada alta variabilidade intraespecifica, sendo esta regido util para caracterizagdo
de isolados destas espécies (NEUVEGLISE et al., 1994; LEAL, 1996). Pipe et al.
(1995) analisaram RFLPs de genes do rRNA em Metarhizium observando a
homogeneidade dos isolados brasileiros que foram obtidos de cercopideos,
distinguindo-se dos isolados de M. flavoviride embora tenham sido obtidos do
mesmo hospedeiro, nas Filipinas. Baseados nas seqiiéncias do gene ribossomal 28S,
Driver et al. (2000) analisaram 123 linhagens de Metarhizium, sugerindo duas novas

variedades para as espécies M. anisopliae e M. flavoviride.

ITS 5

I 2o s B Je O

B

500 — 800 pb

ITS 4

ﬂ

Espécies e Géneros

ﬂ

Ordem ou Acima Variedades ou

espécies relacionadas

Figura 1. Estrutura do agregado génico com representacdo das regides ITS1, ITS2 e
a subunidade 5.8S do rDNA com os iniciadores ITS5 e ITS4. Adaptado
de Fungaro (2000).
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2.4.3. INTRON SPLICE SITE PRIMER

Nos organismos eucariotos, incluindo o homem, um arquivo do DNA com a
mensagem para a sintese de uma cadeia polipeptidica €, geralmente, interrompido
por certas porcdes que ndo tém funcdo codificante e, portanto, ndo aparecem
representadas na proteina. Tais por¢des ndo codificantes sdo referidas como introns,
enquanto as regioes com a informagao codificada sdo os exons (FARAH, 2000).

Os introns foram separados em quatro diferentes categorias de acordo com
suas caracteristicas estruturais ¢ os mecanismos de remocao. Estes introns
classificam-se em: intron do grupo I, intron do grupo II, intron de mRNA nuclear e
intron do tRNA nuclear (CECH, 1990; SUGA et al., 2000). Os introns do grupo I e
do grupo II sdo classsificados de acordo com suas organizacdes internas e t€ém uma
capacidade intrinseca de auto-remocao por montagem (BRASILEIRO, 2003). Podem
ser utilizados como marcadores moleculares, podendo implementar informacdes
valiosas para o estudo das relagdes taxondmicas e dos estudos de diversidade intra e
interspecifica, bem como, estudos de heterogeneidade com introns de genes que
codificam proteinas, como a B-tubulina (HAN et al. 2002). Em estudo realizado com
M. anisopliae var. anisopliae, foram identificados introns do grupo I em espagos na
regido 28S do rDNA revelando a presenca de 5 grupos distintos destas estruturas em
diferentes sitios de insercdo (MAVRIDOU et al. 2000). Foi detectado alto grau de
polimorfismo genético entre linhagens de Saccharomyces cerevisiae isoladas de
destilarias, utilizando o iniciador EIl da regido intron grupo I (GUERRA et al.,
2001). Pataro et al. (2000) investigaram o polimorfismo genético em linhagens de S.
cerevisiae, usando leveduras associadas a fermentagdes espontineas em trés
destilarias produtoras de cachaca no Brasil, usando o iniciador EIl. Pires (2002)
utilizou o iniciador EI1 para investigar a diversidade genética de vinte linhagens de

B. bassiana, obtendo cinco grupos distintos.
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2.4.4 RAPD

Utilizando-se do principio da técnica de PCR, dois grupos de pesquisadores
desenvolveram uma técnica que recebeu duas denominagdes distintas: AP-PCR
(Arbitrarily Primed - Polymerase Chain Reaction) (WELSH & McCLELLAND,
1990), a qual utiliza iniciadores mais longos (de 20 a 34 nucleotideos), com
temperatura de ligagio de 40°C e RAPD descrito por Williams et al.(1990) , este
método, envolve o uso de um iniciador de dez bases, com a temperatura de ligacdo
ao DNA-alvo em torno de 36-60°C. Os produtos de amplificacdo sdo analisados
diretamente em um gel de agarose corado com brometo de etidio. Cada iniciador (ou
conjunto de iniciadores) origina um padrao diferente de produtos de PCR, cada um
com potencial de detectar polimorfismos entre linhagens da mesma espécie. Uma das
vantagens desse método ¢ a possibilidade de identificagdo e caracterizacdo, sem o
conhecimento prévio de nenhuma seqiiéncia do genoma do organismo a ser analisado
(WELSH & McCLELLAND, 1991; SOSA-GOMEZ et al., 1998). Em fungos, em
média, cada iniciador gera 10 segmentos amplificados, com peso molecular de
aproximadamente 300 a 2500 pb. Ao serem totalizados os fragmentos obtidos com
diferentes iniciadores, tem-se desta forma um grande numero de locos a serem
analisados. A presenca de um fragmento amplificado em alguns dos genotipos
comparada com a auséncia do mesmo em outros genodtipos, caracteriza o que se
denomina polimorfismo de RAPD (FUNGARO, 2000).

RAPD ¢ extensivamente utilizada para a caracterizagdo de fungos
entomopatogénicos, para a avaliacdo de epizootias causadas apos sua aplicacdo no
campo. Exemplos de diferenciacdo de espécies utilizando essa técnica sdo diversos
(LEAL et al.; 1994; LEAL et al., 1997; LEAL-BERTIOLI, 1998). Bidochka et al.
(1994) utilizaram a técnica para diferenciar linhagens de M. anisopliae, M.
flavoviride e B. bassiana isoladas de insetos e regides geograficas diferentes,
observaram que os grupos foram muito distintos apesar da proximidade geografica.
Fungaro et al. (1996) realizaram estudo para comparar a variabilidade entre dois
grupos de M. anisopliae var. anisopliae isolados de Deois flavopicta e do solo

usando essa técnica e verificaram uma menor diversidade genética entre os isolados
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de insetos, sugerindo um certo grau de especificidade em relagcdo ao hospedeiro. Para
distincdo entre isolados de M. flavoviride, Silveira et al. (1998) utilizaram RAPD
para analisar um grupo de isolados do Brasil e isolados da Africa e da Australia e
constaram que os isolados brasileiros foram particularmente homogéneos. Freire et
al. (2001) constataram que esta técnica ¢ bastante sensivel para detectar diferengas
entre linhagem selvagem e mutantes obtidos por radiacdo gama, ao analisarem
mutantes da linhagem selvagem Eg de M. anisopliae var. anisopliae quanto ao perfil
de DNA pela técnica RAPD. Tigano-Milani et al. (1995) separaram linhagens de
diferentes isolados brasileiros de M. anisopliae var. anisopliae, M. anisopliae var.
majus € M. flavoviride em grupos fenéticos, e verificaram que os genotipos estdo
mais relacionados as espécies hospedeiras do que a origem geografica. Tigano &
Aljanabi (2000) utilizaram a andlise de RAPD para demonstrar a diversidade
genética em uma colegdo de isolados brasileiros de Nomuraea rileyi.

Pantou et al. (2003) ressaltaram a importancia do uso de vérias abordagens
moleculares para detectar polimorfismos em fungos, dentre elas o uso do RAPD

como ferramenta adicional para complementar dados em estudos genéticos.

2.4.5. MICROSSATELITE

No inicio dos anos 80, diversos experimentos demonstraram que os genomas
eucariotos sao densamente povoados por diferentes classes de seqiiéncias repetidas,
umas mais complexas (os minissatélites) e outras mais simples (microssatélites). As
Seqiiéncias Simples Repetidas, que correspondem aos microssatélites, consistem de
pequenas sequéncias com 1 a 4 nucleotideos de comprimento, repetidas em tandem.
Sao mais freqlientes nos genomas dos eucariotos, distribuidas ao acaso e formam loci
genéticos muito mais polimodrficos do que os loci hipervaridveis constituidos por
minissatélites (FERREIRA & GRATTAPAGLIA, 1998)

Repeticdes de mononucleotideos envolvendo as bases A ou T sdo muito mais
freqiientes do que repeticdes com as bases G ou C. Por outro lado, no caso dos
dinucleotideos, as seqiiéncias repetidas CA e CT sdo mais comuns do que as

repeticdes de CG. Embora os microssatélites ocorram na maioria das vezes em
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posigdes extragénicas ou dentro de introns, seqliéncias deste tipo também foram
descritas em regides codificadoras dos genes (FARAH, 2000). Os métodos que
detectam o polimorfismo nos loci de seqiiéncia repetida simples, geram um grande
numero de alelos detectaveis oferecendo boa reprodutibilidade.

Muitas técnicas de DNA fingerprinting tem sido usadas para definir
populagdes fungicas e com isso tem crescido o interesse pelo uso de marcadores que
detectam e caracterizam multiplos alelos em um determinado /ocus (BARNES et al,
2001; HAN et al., 2002).

Assim como no RAPD, os padrdes de fragmentos obtidos pela amplificacao
também sdo afetados por pardmetros como o tipo e concentragdo do iniciador
escolhido, concentracdo e pureza do DNA molde, concentragdo de magnésio e
temperatura para o anelamento. Porém, assim mesmo, ¢ mais reprodutivel e
confiadvel que o RAPD, em fung¢do da maior estringéncia de anelamento, maior
tamanho do iniciador e alto grau de homologia entre as seqiiéncias usadas como
iniciadores e seus sitios de ligacio no DNA alvo, se as seqiliéncias estiverem
proximas o suficiente para que possam ser amplificadas (SILVA FILHO, 2003). Os
microssatélites sdo muito atrativos para os geneticistas, pois combinam varias
vantagens como sua co-dominancia, multialelismo e sua alta heterozigosidade. O alto
nivel de polimorfismo que detecta permite uma discriminacdo precisa entre
individuos proximamente relacionados. Além de serem altamente polimorficos, os
microssatélites usam quantidades minimas de DNA, equivalentes as usadas no
RAPD. As condi¢cdes de amplificacdo e da reacdo sdo espécies-especifica e a
variagdo na quantidade de produtos amplificados pela PCR ¢ resultado do niimero de
unidades repetidas (BECERRA & PAREDES, 2000).

Marcadores moleculares baseados em microssatélites podem ser obtidos para
a discriminagdo de Taxa, o que ¢ chamado de "microsatelite fingerprinting". Este
método tem sido testado em varios fungos, detectando polimorfismo inter e
intraespecificos, auxiliando também nos estudos de melhoramento genético de
plantas. A utilizacdo da técnica tem auxiliado a identificacdo e a caracterizagdo de

fungos (LEAL-BERTIOLI, 1998).
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Segundo Gupta et al. (1994), os iniciadores de microssatélites com motivos
de (AT)n, (CA)n, (CT) n, (GT)n, (TG, (ACA)n, (ACC)n, (ACG)n, (ACT) 1, (AGC) s,
(AGG) n, (AGT) p, (ATC) , (GAC) p, (GTG) pn, (GACA) , (GATA),, (TGTC) , sdo
usualmente utilizados para amplificacdo de inter-regides repetidas. Esta ferramenta
produz padrao de amplificagdo que revela o possivel polimorfismo de DNA na
seqiiéncia de nucleotideo entre os dois sitos de microssatélites no genoma de fungos,
gerando o perfil ISSR (Inter Simple Sequence Repeats).

Os iniciadores (GACA)4 e M13 foram utilizados por Bidochka et al. (1994)

para diferenciar linhagens dos géneros Metarhizium e Beauveria.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Local de Realizacdo dos Experimentos
O trabalho foi executado no Laboratorio de Genética Molecular de Fungos e

Laboratorio de Controle Biologico do Departamento de Micologia da Universidade

Federal de Pernambuco (UFPE).

3.2 Linhagens de Metarhizium

As linhagens de Metarhizium foram fornecidas pela Colecdo de culturas -
Micoteca URM (Universidade de Recife - Micologia) do Departamento de Micologia
da Universidade Federal de Pernambuco (Tabela 1). Os mutantes foram obtidos por

Kuklinsk-Sobral (1999).

Tabela 1. Linhagens de Metarhizium utilizadas.

N° de acesso

Espécie Hospedeiro Origem
(Micoteca URM)
URM 4412 Metarhizium anisopliae var. acridum Austracnis guttulosa Australia
URM 4413 Metarhizium anisopliae var. acridum Mahanarva posticata Brasil
URM 4410 Metarhizium anisopliae var. acridum Schistocerca pallens Brasil
URM 4415 Metarhizium flavoviride var. flavoviride — Otiorhynchus sulcatus Franca
URM 4400 Metarhizium anisopliae var. acridum Schistocerca pallens Brasil
URM 4411 Metarhizium anisopliae var. acridum Zonocerius elegans Tanzéania
URM 3800 Metarhizium anisopliae var. acridum Schistocerca pallens Brasil
URM 3996%* Metarhizium anisopliae var. acridum Mutante Brasil
URM 3997 Metarhizium anisopliae var. acridum Mutante Brasil
URM 3998 Metarhizium anisopliae var. acridum Ornithacris cavroise Nigéria
URM 4413c** Metarhizium anisopliae var. acridum Mahanarva posticata Brasil
URM 4920 Metarhizium anisopliae var. anisopliae ~ Mahanarva posticata Brasil
URM 4921 Metarhizium anisopliae var. anisopliae ~ Mahanarva posticata Brasil
URM 4922 Metarhizium anisopliae var. anisopliae ~ Mahanarva posticata Brasil
URM 4923 Metarhizium anisopliae var. anisopliae Mahanarva posticata Brasil

* mutante obtido por radiacao UV
** reisolado de Boophilus microplus
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3.3 Analise da diversidade genética através do uso de marcadores
moleculares

Os fungos, obtidos de culturas monosporicas, foram cultivados em frascos

Erlenmeyer de 250 mL contendo 100 mL de meio Czapeck liquido (LACAZ, 1991)

sob agitacdo de 250 rpm, por 96 horas a 28°C. Apoés este periodo, o micélio foi

coletado por filtragdo a vacuo, lavado com agua destilada autoclavada, determinada a

massa umida e estocado a -20° C para posterior extragdo do DNA.

3.3.1 Extracdo do DNA genomico

Para a extragdo do DNA das linhagens de Metarhizium, seguiu-se a técnica
descrita por Raeder & Broda (1985). A massa micelial foi triturada com nitrogénio
liquido, em seguida transferida para microtubos, aos quais foi adicionado 800 pL do
tampao de extracdo (Tris-HC1 200mM pH 8,0; NaCl 250 mM; EDTA 25 mM,;
Dodecil Sulfato de Sodio 1%), homogeneizado sob leve agitacdo manual, incubados
a 65°C por 15 minutos. Posteriormente, foram realizadas as extragdes com fenol
saturado (Invitrogen Life Technologies), um volume de clorofane (fenol e clorofil
misturados na propor¢do de 1:1) e um volume de clorofil (cloroférmio e alcool
isoamilico na propor¢do de 24:1), em seguida, para cada etapa, foram realizadas
centrifugacdes a 12.000 rpm por 15 minutos. Retirou-se o sobrenadante ao qual
foram adicionados NaCl 0,3M e 2 volumes de etanol absoluto resfriados a -20°C,
para precipitacdo do DNA. O precipitado foi lavado com Etanol a 70% centrifugado
por 15 minutos, seco a temperatura ambiente, ressuspendido em tampao TE pH 8,0

(Tris-HC1 1M e EDTA 0,5M) e preservado sob refrigeragdo a 4°C.

3.3.2 Quantificacao do DNA genomico

A concentragdo do DNA foi estimada através da eletroforese em gel de
agarose 0,8% a 3 V/cm de distancia entre os eletrodos, utilizando tampdo de corrida
Tris-Borato-EDTA (TBE) 1X, por comparacdo com marcador de peso molecular

DNA de fago A (Invitrogen Life Technologies).
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3.3.2.1. Revelacao dos géis

O gel, apds a migragdo eletroforética, foi corado em solucdo de brometo de

etidio (TBE 1X / EtBr 0,5 pg/mL - SAMBROOK et al., 1989) por 30 minutos,

observado em transiluminador ultravioleta e fotografado usando filme Polardide 667.

3.3.3 Amplificacio do DNA

As amostras de DNA foram submetidas a PCR utilizando oligonucleotideos

iniciadores listados na Tabela 2, usando Termociclador MJ Research.

Tabela 2. Oligonucleotideos iniciadores utilizados no estudo.

MARCADOR REFERENCIA /
PRIMER SEQUEN CIA(5'-3") MOLECULAR FORNECEDOR
ITS4 TCCTCCGCTTATTGATATGC
ITS White et al. (1990)
ITS5 GGAAGTAAAAGTCGTAACAA ITS White et al. (1990)
(GTGs) GTGGTGGTGGTG SSR Lieckfeld et al. (1993)
(GACAy) GACAGACAGACAGACA SSR Meyer & Mitchel (1995)
M13 GTAAAACGACGGCCAGT SSR Barros Lopes et al. (1996)
Ell CTGGCTTGGTGTATGT INTRON Barros Lopes et al. (1996)
OPA-04 AATCGGGCTG RAPD Operon Technol., Inc. (CA)
OPA-09 GGGTAACGCC RAPD Operon Technol., Inc. (CA)
OPA-10 GTGATCGCAG RAPD Operon Technol., Inc. (CA)
OPA-16 AGCCAGCGAA RAPD Operon Technol., Inc. (CA)
OPA-20 GTTGCGATCC RAPD Operon Technol., Inc. (CA)
OPX-04 CCGCTACCGA RAPD Operon Technol., Inc. (CA)
OPX-06 ACGCCAGAGG RAPD Operon Technol., Inc. (CA)
OPX-11 GGAGCCTCAG RAPD Operon Technol., Inc. (CA)
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3.3.3.1 Regiao ITS do rDNA
3.3.3.1.1 Amplificacdo do DNA da regido ITS do rDNA

As reagoes de amplificagdo foram feitas para um volume final de 25uL: do
tampao (Tris-HCl 20mM pH 8,4; KCl 50mM) MgCL; 1,5 mM, dNTP 0,2 mM, 12,5
pmols do iniciador, 7ag DNA polimerase 2U (Invitrogen Life Technologies) e 50 ng
do DNA, conforme descrito por White et al. (1990). Para amplifica¢do da regido ITS
foi utilizado o termociclador (MJ Research) com a seguinte programagao:
desnaturacio inicial a 95°C por 4 minutos, 40 ciclos a 92°C por 1 min, 55°C por 1
min, 72°C por 2 minutos e extencdo final a 72°C por 5 minutos. Os produtos de
amplificagdo do locus ITS1-5.8S-ITS2 do rDNA foram separados por eletroforese
em gel de agarose 1,8%, a 3 V/cm em tampao de corrida 1X TBE (pH 8,0),
utilizando-se marcador de peso molecular 100-pb (Invitrogen Life Technologies).

Em seguida o gel foi corado de acordo com o item 3.3.2.1.

3.3.3.1.2 RFLP - locus ITS1- 5.8S-ITS2 do rDNA

A digestao enzimatica foi realizada pela mistura de 4uL dos produtos de PCR
das regides ITS do rDNA com 16 uL do Mix de restri¢ao contendo 0,1U das enzimas
de restricdo: Mspl, Haelll e Dral (Invitrogen Life Technologies) em tampdo de
restrigio especifico. Apos a incubagdo de duas horas & 37°C com cada uma das trés
enzimas, os fragmentos foram separados por eletroforese em gel de agarose 1,8%
utilizando-se o marcador de peso molecular de 100-pb (Invitrogen Life
Technologies), a 3 V/cm de distancia entre os eletrodos, imerso em tampao de
corrida 1X TBE (pH 8,0). Apds corrida foi procedida a revelacdo do gel, item
3.3.2.1.

3.3.3.2 Intron Splice Site Primer

As reacdes de amplificagdo foram feitas para um volume final de 25uL: do
tampao (Tris-HCI 20Mm pH 8,4; KCI 50Mm) MgCL, 3 mM, dNTP 0,25 mM, 25
pmols do iniciador, 7ag DNA polimerase 0,1U (Invitrogen Life Technologies) e 50
ng do DNA, como descrito por Barros Lopes et al. (1996). Para amplificacao foi

utilizado o termociclador (MJ Research) com a seguinte programacao: desnaturagao
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inicial 94°C por 3 minutos, 40 ciclos a 94°C por 1 minuto, 45°C por 1 minuto, 74°C
por 30 segundos e extensdo final a 74°C por 5 minutos. Os produtos de amplificagdo
foram separados por eletroforese em gel de agarose 1%, a 3 V/em™ em tampio de
corrida 1X TBE (pH 8,0), utilizando-se marcador de peso molecular 1 Kb
(Invitrogen Life Technologies). Em seguida o gel foi corado como descrito

anteriormente.

3.3.3.3 RAPD

Cingiienta e quatro oligonucleotideos arbritrarios da Operon Technologies,
provenientes dos kits OPW, OPA e OPX foram testados com o DNA total da
linhagem 4415 M. flavoviride var. flavoviride para avaliar sua capacidade de
amplificagao.

As reagoes de amplificagdo foram feitas para um volume final de 25uL: do
tampao (Tris-HC1 20mM pH 8,4; KCI 50mM), MgCl, 3,4mM, dNTP 0,25mM, 0,4
mM dos iniciadores, Tag DNA polimerase 2U (Invitrogen Life Technologies) e 25
ng do DNA, conforme descrito por Williams et al. (1990). Os ciclos de amplificagao
foram programados da seguinte forma: uma etapa de desnaturacao inicial a 5 minutos
92°C seguidos por 40 ciclos de 1 minuto a 92°C, 1 minuto e 30 segundos a 39°C ¢ 2
minutos a 72°C. Ap6s a migragdo eletroforética em gel de agarose 1,4%. O gel foi
corado, de acordo com o iem 3.3.2.1. Utilizou-se o marcador de peso molecular

DNA de fago A clivado com Hind 111 (Invitrogen Life Technologies).

3.3.3.4 Microssatélites

As reagoes de amplificagdo foram feitas para um volume final de 25uL: do
tampao (Tris-HC1 20mM pH 8,4; KCI 50mM), MgCL, 0,75 mM, dNTP 0,25 mM,
0,25uM dos iniciadores, 7Tag DNA polimerase 0,1U (Invitrogen Life Technologies) e
50 ng do DNA. Para amplificagdo foi utilizado o termociclador (MJ Research) com a
seguinte programacdo: desnaturagdo inicial 93°C por 5 minutos, 40 ciclos a 93°C por
20 segundos, 55°C por 45 segundos, 72°C por 90 segundos ¢ extensdo final 72°C por
6 minutos). Os produtos de amplificagdo foram separados por eletroforese em gel de

agarose 1%, a 3 V/cm em tampdo de corrida 1X TBE (pH 8,0), utilizando-se
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marcador de peso molecular 1 kb (Invitrogen Life Technologies) para o iniciador
(GTG)s Lieckfeld et al. (1993) e 100-pb (Invitrogen Life Technologies) para os
iniciadores M 13 Barros Lopes et al. (1996) e (GACA)4 Meyer & Mitchel (1995). Em

seguida o gel foi corado e fotografado como descrito anteriormente.
3.4 ANALISE ESTATISTICA

Os dados obtidos pelos quatro marcadores moleculares foram analisados pelo
programa NTSYS-PC (Numerical Taxonomy System of Multivariate Programs)
(ROHLF, 1988). Esses dados foram introduzidos na forma de varidveis binarias, ou
seja, o nimero 1(um) indicando a presencga de bandas, e o numero 0 (zero), auséncia.
Desse modo, foi construida uma matriz de similaridade, utilizando-se o coeficiente

de JACCARD (J) (FUNGARO, 1994), calculado de acordo com a formula:

J= A/ (P-D) onde: A= Numero de concordancias positivas, ou seja, de

variaveis presentes;
P= Numero total de variaveis;

D= Numero de concordancias negativas, ou seja, de

variaveis ausentes.

A partir da constru¢do da matriz de similaridade foi gerado um dendrograma
pelo método de agrupamento UPGMA (Umweighted Pair Group Method With
Arithmetical Average).

3.5- TESTE DE PATOGENICIDADE

3.5.1 Obtencio dos insetos
Larvas de terceiro instar de Diatraea saccharalis, provenientes da Estacao
Experimental da Cana-de-Acucar de Carpina, foram transportadas para o Laboratorio

e acomodadas em recipientes plésticos.
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3.5.2 Producao do Indculo

A produgdo do in6culo das linhagens selecionadas para os biosensaios, 4415,
4922, 4400, 4410, 3998, 4412 e 3997 foi realizada conforme a metodologia descrita
por Vilas Boas et al. (1996) e a quantificacdo foi realizada segundo ALVES e
MORAES (1998).

A concentragdo de conidios foi ajustada para 1x10® conidios/mL.

3.5.3 Bioensaios

As larvas de tamanho variando entre 30 e 50mm foram inoculadas por
aspersdo dos conidios na concentragio 1x10® conidios/mL. A pulverizagdo foi
efetuada com um mini pulverizador manual De Vilbiss n’ 15, sendo 3 mL das
suspensdes utilizadas por repeticdo. Para a testemunha utilizou-se apenas agua
destilada autoclavada (ADA) + espalhante adesivo (Tween 80). As lagartas
inoculadas foram individualizadas em caixas plasticas contendo uma porcdo de
colmo de milho com aproximadamente 2cm de comprimento (FIGUEIREDO et al.,

2002).

O experimento foi conduzido em condi¢des de laboratorio, em delineamento
inteiramente casualizado, com 8 tratamentos e trés repeti¢gdes, cada parcela
apresentando 10 lagartas.

A eficiéncia das linhagens foi avaliada através da porcentagem da
mortalidade das larvas utilizando-se o programa SANEST versdo 3.0 para o céalculo
da analise de variancia e comparagdo das médias pelo teste de Tukey (P<0,05).
Foram obtidas distribuicdes absolutas e percentuais acumulados do ntmero de
insetos mortos por linhagem e calculo da TLs,. Para o calculo da TLs, os valores das
mortalidades acumuladas foram submetidos a analise de Probit. Os célculos
estatisticos foram obtidos através do programa SAS (Statistical Analysis System)

versao 8.0 (ZAR, 1999)
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 EXTRACAO E QUANTIFICACAO DO DNA

A Figura 2 mostra que todas as linhagens de Metarhizium deram origem a
fragmentos de alto peso molecular. As quantidades de DNA genOmico variaram de

100 a 300 ng/uL.

LR B2 A8 14 15

Figura 2. Quantificagdio de DNA de linhagens de
Metarhizium. Nas pistas A, B e C, encontram-se os
marcadores do DNA de fagoA nas concentragdes de
100, 150, 250 ng/mL, respectivamente; nas pistas 1
a 15, encontram-se os DNAs das linhagens (4412,
4413, 4410, 4415, 4400, 4411, 3800, 3996, 3997,
3998, 4920, 4921, 4922, 4923, 4413c),
respectivamente.
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4.2 REGIOES ITS DO DNA RIBOSSOMAL

4.2.1 Analise dos produtos de amplificacao

O produto de amplificagdo do locus ITS1-5.8S-ITS2 do rDNA utilizando os
iniciadores ITS4 e ITSS, apresentou fragmentos em torno de 610pb para as linhagens
4412, 4413, 4410, 4400, 4411 de M. anisopliae var. acridum e 620pb foi observado
para 4920, 4921, 4922, 4923 de M. anisopliae var. anisopliae, 3996, 3997, 3998,
4413c, 3800 de M. anisopliae var. acridum e 4415 de M. flavoviride var. flavoviride
(Figura 3).

Destéfano (2003) realizou analises de polimorfismo do gene 18S para separar
espécies de Metarhizium, obtendo sucesso dependendo da enzima de restrigdo
utilizada. Entretanto, este marcador ¢ mais indicado para diferencia¢ao de género. No
presente estudo, os produtos amplificados, correspondentes as regides espacadoras
ITS1-5.8S-ITS2, mostraram variagdo no tamanho entre as espécies de Metarhizium

analisadas.

4.2.2 Analise dos fragmentos de restricio

Nao foi observada a digestdo dos amplicons com a enzima Dral, enquanto a
enzima Mspl (Figura 4) gerou quatro fragmentos distintos em tamanho (180, 120,
110 e 90pb), para as linhagens 4413 de M. anisopliae var. acridum e 4415 de M.
flavoviride var. flavoviride. A restrigdo dos amplicons com a enzima Haelll (Figura
5) gerou fragmentos de 480 e 130pb para as linhagens 4412, 3996, 3997, 3998,
4413C, 3800, fragmentos de 460 e 75pb para 4413 ¢ 4415, ¢ fragmentos de 460 e
130pb para 4410, U4400, 4411, 4920, 4921, 4922, 4923. A varia¢ao no tamanho dos
produtos de amplificacdo tem sido apontada como um bom marcador molecular para
muitas espécies de fungos (COATES et al., 2002; FOULY et al., 1997). A andlise de
agrupamento, em conjunto, dos produtos de amplificagdo com as enzimas Mspl e
Haelll, permitiu a construcao de um dendrograma que definiu dois grupos distintos,

evidenciando a similaridade existente entre M. flavoviride var. flavoviride, M.
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anisopliae var. acridum e M. anisopliae var. anisopliae, nao sendo possivel também
correlacionar os grupos com areas geograficas e hospedeiros (Figura 6). Os dois
grupos reuniram-se com uma distancia genética de 63% de similaridade. O primeiro
grupo formou trés sub-agrupamentos, o primeiro sub-grupo representado pela
linhagem 4412 de M. anisopliae var. acridum, o segundo sub-grupo representado por
quatro linhagens (3996, 3997, 3998, 4413c) de M. anisopliae var. acridum e por
quatro linhagens de M. anisopliae var. anisopliae 4923, 4922, 4921, 4920 com 100%
de similaridade e o terceiro sub-grupo composto pela linhagem selvagem de M.
anisopliae var. acridum 3800 que distanciou-se das linhagens mutantes com 68% de
fragmentos em comum. O segundo grupo, com o primeiro sub-agrupamento
composto pelas linhagens 4413 de M. anisopliae var. acridum isolado de M.
posticata e 4415 de M. flavoviride var. flavoviride isolado de Otiorhynchus sulcatus
com 83% de similaridade. As linhagens do segundo sub-grupo 4410, 4400 e 4411 de
M. anisopliae var. acridum agruparam-se com 100% de homologia.

Estes resultados mostram a dificuldade em separar M. anisopliae var.

acridum de M. anisopliae var. anisopliae, uma vez que com estes resultados foi

Figura 3. Perfil de amplificagdo da regido ITS do rDNA de linhagens de
Metarhizium obtido com os iniciadores ITS5 e ITS4. Na pista M,
marcador de peso molecular 100 pb; nas pistas de 1 a 15,
encontram-se DNAs das linhagens (4412, 4413, 4410, 4400, 4411,
3996, 3997, 3998, 4920, 4921, 4922, 4923, 4413c, 4415, 3800),
respectivamente.
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600pb
400pb
300pb
Figura 4. Perfil de restricdo dos fragmentos de DNA da regido ITS do rDNA
de linhagens de Metarhizium obtido com a enzima Mspl. Na pista
M, marcador de peso molecular 100 pb; nas pistas de 1 a 15,
encontram-se DNAs das linhagens (4412, 4413, 4410, 4400,
4411, 3996, 3997, 3998, 4920, 4921, 4922, 4923, 4413c, 4415,
3800), respectivamente.
500pb
100pb

Figura 5. Perfil de restricdo dos fragmentos de DNA da regidao ITS do
rDNA de linhagens de Metarhizium obtido com a enzima
Haelll. Na pista M, marcador de peso molecular 100 pb; Nas
pistas de 1 a 15, encontram-se DNAs das linhagens (4412,
4413, 4410, 4400, 4411, 3996, 3997, 3998, 4920, 4921, 4922,
4923, 4413c, 4415, 3800), respectivamente.
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rDNA - ITS r=0.96835 Metarhizium anisopliae var. acridum
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Metarhizium anisopliae var. acridum
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Figura 6. Dendrograma construido pelo método UPGMA, utilizando o coeficiente de Jaccard (J) a partir do perfil dos fragmentos de
restri¢ao da regido ITS do rDNA obtido de 15 linhagens de Metarhizium com as enzimas de restri¢ao Mspl e Haelll.
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observado 100% de similaridade entre as linhagens 3996, 3997, 3998, 4413¢c de M.
anisopliae var. acridum e 4923, 4922, 4921, 4920 de M. anisopliae var. anisopliae
pertencentes ao primeiro grupo.

Trabalhos semelhantes foram realizados por Inglis et al. (1999) que
conseguiram diferenciar linhagens distintas de M. flavoviride var. flavoviride ¢ M.
anisopliae var. acridum todas isoladas de gafanhotos (Acrididae), usando enzimas de
restricdo. Os autores sugerem a possibilidade de insucesso na classificacdo dos
isolados usando apenas caracteres morfologicos classicos, neste trabalho as linhagens
brasileiras de M. anisopliae var. acridum ainda eram reconhecidas como M.
flavoviride (DRIVER et al. 2000). Estes mesmos autores, ndo conseguiram detectar
relacdes entre regides e origem das linhagens brasileiras, ndo puderam resolver
relacdes entre as linhagens africanas e australianas que agruparam-se com 25% de
similaridade através do uso de sonda de consenso telomérico.

Destéfano et al. (2004) utilizaram a analise da regido ITS1-5.8S-ITS2 para
diferenciar trés espécies do género Metarhizium. A amplificacdo com os iniciadores
universais ITS1 e ITS4 resultou em um fragmento de aproximadamente 540pb para
as linhagens brasileiras de M. anisopliae var. anisopliae; 600pb para uma linhagem
de M. anisopliae var. anisopliae originaria da Australia; 650 pb para as linhagens de
M. album e de 600pb para a linhagem de M. flavoviride. As diferencas detectadas
pela PCR-RFLP possibilitaram aos autores desenhar iniciadores especificos desta
regido, para deteccdo e identificacdo de M. anisopliae. Os mesmos autores
ressaltaram a importancia do uso de enzimas de restricdo, uma vez que a variagdo no
tamanho dos sitios de restri¢do nas regides ITS pode ser usado para diferenciar M.
anisopliae var. anisopliae de M. album e M. flavoviride. Brasileiro et al. (2004)
utilizaram os iniciadores ITS4 e ITSS obtendo fragmentos de 620pb para dezoito
isolados de Fusarium solani

Genes ribossomais e suas regides ITS e IGS tém sido largamente usados para
identificagio de espécies (MARTINEZ-CULEBRAS et al., 2000) na taxonomia
(DRIVER et al., 2000), analise filogenética (RAKOTONIRAINY et al., 1994;
HAJEK et al. 2003) e diversidade genética (KISS, 1997).
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Curran et al. (1994) usaram amplificacdo e seqiiénciamento do gene 5.8S,
regides intergénicas ITS1 e ITS2 e analises filogenéticas, constataram que M.
flavoviride e M. album representam a mesma linha evoluciondria, porém diferente de
M. anisopliae possuindo uma linha monofilética. No ano seguinte, Pipe et al. (1995)
através do marcador RFLP em rDNA analisaram diferentes espécies e isolados de
Metarhizium. Neste estudo nao foram detectados sitios de restricdo com a enzima
Hindlll para as linhagens de M. anisopliae var. anisopliae, M. flavoviride ¢ M.
anisopliae var. majus havendo sitio de restricdo para M. album, havendo restri¢ao
dos fragmentos apenas com as enzimas BamHI e Pstl para M. flavoviride ¢ sem sitio
de restrigdo para as linhagens de M. anmisopliae var. anisopliae. Estes autores,
concluiram que M. anisopliae var. anisopliae, M. album e M. flavoviride sdo trés
espécies distintas do género, confirmando a taxonomia sugerida por Rombach et al.
(1987), baseado nas caracteristicas morfologicas.

Bridge et al. (1993) utilizaram a andlise de RFLP com a enzima Haelll com
11 isolados de Metarhizium e observaram que a digestdo enzimatica mostrou um
padrao simples gerando poucos fragmentos e mostrando o alto grau de similaridade
entre os diferentes isolados, da mesma forma que no presente trabalho. A restricao
dos fragmentos dos isolados de M. flavoviride foi consideravelmente mais complexa,
embora tenha apresentado fragmentos em comum com as de M. anisopliae. Houve
um isolado de M. anisopliae que apresentou um padrdo de fragmentos "complexo"
similar aquele de M. flavoviride. Estes autores demonstraram a eficiéncia da analise
de parcimonia, no uso das seqiiéncias do rDNA para resolver relagdes evolucionarias

no género Metarhizium.
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4.3 REGIOES DE INTRON

O perfil de amplificacdo da regido de intron, utilizando o iniciador EI1 nas
linhagens de Metarhizium esta ilustrado na Figura 7.

O dendrograma (Figura 8) evidenciou a formagao de trés grupos. No primeiro
grupo estdo as linhagens 4412 e 4413 com 100% de similaridade entre si e com 90%
de similaridade com a linhagem 4413c e 62% com a linhagem 4415 de M. flavoviride
var. flavoviride. O segundo grupo ¢ formado pelas linhagens de M. anisopliae var.
acridum 3800 os mutantes 3996 e 3997 com 100% de similaridade entre si e com
73% de fragmentos comuns com a linhagem 3998. O terceiro grupo, sendo o maior,
formado pelas linhagens 4400 e 4411 com 100% de similaridade entre si e com 92%
de similaridade com a linhagem 4410 e com 73% de similaridade com as quatro
linhagens de M. anisopliae var. anisopliae 4920, 4921, 4922 e 4923 isoladas de M.
posticata que apresentam 100% de similaridade entre si.

Neste marcador também ndo foi detectada correlagdo entre regido geografica

e hospedeiro de origem.
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Figura 7 Perfil de intron de linhagens de Metarhizium obtido com o
iniciador EIl. Na pista M, marcador de peso molecular de 1
Kb; nas pistas de 1 a 15, encontram-se DNAs das linhagens
(4412, 4413, 4410, 4415, 4400, 4411, 3800, 3996, 3997, 3998,
4920, 4921, 4922, 4923, 4413c), respectivamente.



LIMA, M. L. F. Caracterizacdo molecular de espécies de Metarhizium...

90%

INTRON r= 0.93564 62%

73%

92%

73%

000 025 050 075
Coeficiente de similaridade

48

Metarhizium anisopliae var.
Metarhizium anisopliae var.
Metarhizium anisopliae var.

Metarhizium flavoviride var.

Metarhizium anisopliae var.
Metarhizium anisopliae var.
Metarhizium anisopliae var.

Metarhizium anisopliae var.

Metarhizium anisopliae var.

Metarhizium anisopliae var.
Metarhizium anisopliae var.

Metarhizium anisopliae var.
Metarhizium anisopliae var.
Metarhizium anisopliae var.
Metarhizium anisopliae var.

acridum
acridum
acridum
Sflavoviride
acridum

acridum
acridum

acridum

acridum

acridum
acrdum
anisopliae
anisopliae
anisopliae
anisopliae

Figura 8. Dendrograma construido pelo método UPGMA, utilizando o coeficiente de Jaccard (J) a partir do perfil de intron splice

site primer obtido de 15 linhagens de Metarhizium.
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Pela andlise do dendrograma pode-se observar que o iniciador de intron EI1
evidenciou maior variabilidade genética do que o iniciador para ITS do rDNA,
embora nio tenha sido tdo sensivel em detectar diferencas entre as linhagens de
Metarhizium como foi evidenciado no estudo sobre as regides de microssatélites. A
diversidade genética encontrada com o iniciador EIl1 neste estudo também foi
observada em Beauveria bassiana (PIRES, 2002) que constatou alta similaridade
entre as linhagens isoladas de um mesmo hospedeiro. De forma semelhante as
linhagens de Metarhizium isoladas de M. posticata (4920, 4921, 4922 e 4923)
utilizadas neste trabalho, se agruparam com 100% de homologia (Figura 8).
Mavridou et al. (2000) estudaram o gene 28S do agregado génico do rRNA de
linhagens de M. anisopliae var. anisopliae e detectaram cinco introns do grupo-I em
trés diferentes sitios de inser¢do. Barros Lopes et al. (1996) demonstraram o
polimorfismo genético, em linhagens de leveduras comerciais utilizando a técnica de
PCR, e quatro iniciadores, entre eles o EIl. Da mesma forma, Guerra et al. (2001)
detectaram alto polimorfismo em populacdes de S. cerevisiae durante ciclo
fermentativo para producdo de cachaga, utilizando este iniciador. Brasileiro (2003)
detectou alta variabilidade molecular intraespecifica entre linhagens de Fusarium
solani isolados de diferentes hospedeiros, através do iniciador EI1.

Esses resultados reforcam a eficiéncia do emprego desse marcador, para
demonstrar a diversidade genética entre linhagens de Anamorfos, visto que para
muitos desses fungos ja foi detectada a parassexualidade (AZEVEDO, 1998) a
exemplo de M. anisopliae que teve o ciclo parassexual descrito em 1980 (MESSIAS
& AZEVEDO 1980) e B. bassiana em 1991 (PACOLA-MEIRELES & AZEVEDO
1991)
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4.4 RAPD

Cinqlienta e quatro oligonucleotideos arbritrarios da Operon Technologies,
provenientes dos kits OPW, OPA e OPX foram testados com o DNA total da
linhagem 4415, e oito iniciadores foram selecionados por exibirem um grande
numero de fragmentos de DNA com nitidez e boa reprodutibilidade.

As Figuras 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15 e 16 ilustram os perfis genéticos de
RAPD das 15 linhagens de Metarhizium com os iniciadores OPA-9, OPA-16, OPA-
20, OPX-6, OPX-4, OPW-16, OPX-11, OPA-10, respectivamente. A andlise de
agrupamento dos fragmentos de RAPD (Figura 17) com os iniciadores selecionados,
evidenciou uma grande variabilidade, sendo possivel discriminar todas as linhagens.
As quinze linhagens foram separadas em quatro grupos distintos com cerca de 23%
de fragmentos comuns entre os mesmos, ndo havendo coincidéncia entre grupos e
origem geografica. No grupo I, as linhagens apresentaram 80% de similaridade,
sendo composto por M. flavoviride var. flavoviride (4415) e M. anisopliae var.
acridum (4412, 4413, 4413c ), a primeira linhagem originaria da Franga, a segunda
da Australia e as demais brasileiras. No grupo II as linhagens de M. anisopliae var.
acridum 3800, 3998, agruparam-se com os mutantes morfologicos 3996, 3997 que
foram obtidos a partir dessas linhagens selvagens. As linhagens do grupo III, todas
de M. anisopliae var. acridum agruparam-se com uma média ponderada de 87% de
similaridade. Os resultados exibem concordancia com os de Silveira et al. (1998) que
aplicaram a técnica de RAPD para analisar cinco linhagens brasileiras de
Metarhizium e trés da Africa e Australia. Entre grupos, as linhagens estudadas
mostraram uma menor relacao genética representada pela alta dissimilaridade de 23-
37% e entre linhagens de cada grupo uma baixa dissimilaridade de 80-87%. As
quatro linhagens brasileiras isoladas de Mahanarva posticata que foram enquadradas
no grupo IV, com 100% de similaridade entre si, distanciaram-se do terceiro grupo
com 38% de similaridade e apresentaram-se com um conjunto de fragmentos
semelhantes, caracterizando o perfil tipico da espécie M. anisopliae var. anisopliae

utilizando os oito iniciadores.
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Figura 9. Perfil de RAPD de linhagens de Metarhizium obtido
com o iniciador OPA-9. Na pista M, marcador de
peso molecular do DNA fago A clivado com
Hindll; nas pistas de 1 a 15, encontram-se DNAs
das linhagens (4412, 4413, 4410, 4415, 4400,

4411, 3800, 3996, 3997, 3998, 4920, 4921, 4922,
4923, 4413c), respectivamente.

Figura 10. Perfil de RAPD de linhagens Metarhizium obtido
com o iniciador OPA-16. Na pista M, marcador de
peso molecular do DNA fago A clivado com
Hindlll; nas pistas de 1 a 15, encontram-se DNAs
das linhagens (4412, 4413, 4410, 4415, 4400,

4411, 3800, 3996, 3997, 3998, 4920, 4921, 4922,
4923, 4413c), respectivamente.
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Figura 11. Perfil de RAPD de linhagens de Metarhizium
obtido com o iniciador OPA-20. Na pista M,
marcador de peso molecular do DNA fago A
clivado com Hindlll; nas pistas de 1 a 15,
encontram-se DNAs das linhagens (4412, 4413,
4410, 4415, 4400, 4411, 3800, 3996, 3997, 3998,
4920, 4921, 4922, 4923, 4413c), respectivamente.
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Figura 12. Perfil de RAPD de linhagens Metarhizium obtido
com o iniciador OPX-6. Na pista M, marcador de
peso molecular do DNA fago A clivado com
Hindll; nas pistas de 1 a 15, encontram-se DNAs
das linhagens (4412, 4413, 4410, 4415, 4400, 4411,
3800, 3996, 3997, 3998, 4920, 4921, 4922, 4923,
4413c), respectivamente.
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Figura 13. Perfil de RAPD de linhagens de Metarhizium obtido
com o iniciador OPX-4. Na pista M, marcador de
peso molecular do DNA fago A clivado com
Hindlll; nas pistas de 1 a 15, encontram-se DNAs
das linhagens (4412, 4413, 4410, 4415, 4400, 4411,
3800, 3996, 3997, 3998, 4920, 4921, 4922, 4923,
4413c), respectivamente.
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Figura 14. Perfil de RAPD de linhagens de Metarhizium obtido
com o iniciador OPW-16. Na pista M, marcador de
peso molecular do DNA fago A clivado com
Hindlll; nas pistas de 1 a 15, encontram-se DNAs
das linhagens (4412, 4413, 4410, 4415, 4400, 4411,
3800, 3996, 3997, 3998, 4920, 4921, 4922, 4923,
4413c), respectivamente.
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Figura 15. Perfil de RAPD de linhagens de Metarhizium obtido
com o iniciador OPX-11. Na pista M, marcador de
peso molecular do DNA fago A clivado com HindIlI;
nas pistas de 1 a 15, encontram-se DNAs das
linhagens (4412, 4413, 4410, 4415, 4400, 4411,
3800, 3996, 3997, 3998, 4920, 4921, 4922, 4923,
4413c), respectivamente.
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Figura 16. Perfil de RAPD de linhagens de Metarhizium obtido
com o iniciador OPA-10. Na pista M, marcador de
peso molecular do DNA fago A clivado com
Hindlll; nas pistas de 1 a 15, encontram-se DNAs
das linhagens (4412, 4413, 4410, 4415, 4400, 4411,
3800, 3996, 3997, 3998, 4920, 4921, 4922, 4923,
4413c), respectivamente.
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RAPD r=0.99139

4412 Metarhizium anisopliae var. acridum
4413 1 Metarhizium anisopliae var. acridum
80% 4415 Metarhizium flavoviride var. flavoviride
4413c Metarhizium anisopliae var. acridum
30% . . .
3800 Metarhizium anisopliae var. acridum
3996 Metarhizium anisopliae var. acridum
97% 3997 2 | Metarhizium anisopliae var. acridum
23% 3998 Metarhizium anisopliae var. acridum
87% 4410 Metarhizium anisopliae var. acridum
4400 3 | Metarhizium anisopliae var. acridum
| Metarhizium anisopliae var. acridum
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4920 Metarhizium anisopliae var. anisopliae
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4921 Metarhizium anisopliae var. anisopliae
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Figura 17. Dendrograma construido pelo método UPGMA, utilizando o coeficiente de Jaccard (J) a partir do perfil de RAPD obtido de 15
linhagens de Metarhizium com os iniciadores OPA-9, OPA-16, OPA-20, OPX-4, OPX-6, OPX-11, OPW-16, OPA-10.
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Neste estudo, constatou-se uma baixa diversidade intraespecifica entre as 15
linhagens de Metarhizium, concordando com os resultados obtidos por Bidocka et al.
(1994), que avaliaram a variabilidade genética entre 24 isolados de M. anisopliae, M.
flavoviride e Beauveria bassiana isoladas de diferentes espécies de hospedeiros e
regioes geograficas. Observaram que M. flavoviride e B. bassiana apresentaram um
baixo nivel de variabilidade intraespecifica quando comparado a M. anisopliae. Fato
semelhante foi constatado por Fungaro et al. (1996), ao utilizarem 13 isolados de
Metarhizium anisopliae, sendo seis isolados de Deois flavopicta de diferentes regides
do Brasil e os demais do solo, de uma tUnica regido. Estes autores observaram
também um grau moderado de similaridade (85%) e uma baixa variabilidade
genética entre as linhagens isoladas de D. flavopicta, quando comparada com a
ampla diversidade encontrada no grupo de linhagens isoladas do solo. Ressaltaram
ainda, a importancia desta técnica para entendimento da relacdo patogeno
hospedeiro. No mesmo ano, Leal (1996) também confirmou esses dados, quando
estudou, através da técnica RAPD, 20 linhagens de M. anisopliae oriundas de quatro
paises (Australia, Brasil, Finlandia e Filipinas), isoladas de hospedeiros diferentes.
Seus resultados confirmam os resultados obtidos neste estudo, e reforcam a indicagao
de que M. anisopliae tem um certo grau de especificidade por hospedeiro. Tigano-
Milani et al. (1995) separaram linhagens de diferentes isolados brasileiros de M.
anisopliae var. anisopliae, M. anisopliae var. majus ¢ M. flavoviride em grupos
fenéticos, e verificaram que os genotipos estdo mais relacionados as espécies
hospedeiras do que a origem geografica.

Ribeiro (1997) aplicou o marcador RAPD para discriminar linhagens de M.
anisopliae var. anisopliae isoladas de trés hospedeiros, D. flavopicta, M. posticata e
Triatoma infestans. Observou que os isolados de M. posticata agruparam-se com
100% de similaridade com aqueles de D. flavopicta, enquanto que o isolado de T.
infestans distanciou-se do M. posticata com 90% de similaridade e foi 100% similar
a um isolado de D. flavopicta.

A técnica de RAPD aplicada a outros fungos emtomopatogénicos também
tem provido dados que indicam isolados com especificidade ao hospedeiro, Tigano

& Aljanabi (2000) estudaram a variabilidade genética de linhagens de N. rileyi,
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isoladas de Anticarsia gemmatalis e Spodoptera frugiperda. A anélise de
agrupamento dos fragmentos de RAPD mostraram que as 28 linhagens foram
separadas em dois grupos fenéticos de acordo com o hospedeiro. Sugerindo a
existéncia da adaptagdo de N. rileyi ao hospedeiro. RAPD também tem sido utilizada
para avaliar relacdes genéticas entre diferentes espécies e até mesmo variedades de
uma mesma espécie. Magalhdes et al. (2003) utilizaram trés iniciadores de RAPD
para comparar um isolado peruano, um brasileiro e outro australiano de M.
anisopliae var. acridum com um isolado brasileiro de M. anisopliae var. anisopliae,
observaram que os primeiros apresentaram padrdes similares, porém muito distintos

dos padrdes de M. anisopliae var. anisopliae.
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4.5 MICROSSATELITES

4.5.1 Iniciador (GTG)s

A Figura 18 ilustra o perfil de amplificacdo das regides de SSR com o
iniciador (GTG)s das linhagens de Metarhizium, enquanto a Figura 19 mostra o
dendrograma, que evidenciou trés grupos com cerca de 18% de fragmentos comuns
entre eles, ndo sendo observada correlacdo entre os grupos e origem geografica. O
primeiro grupo ¢ composto por quatro linhagens representadas pela 4415 de M.
flavoviride var. flavoviride que agrupou-se com 100% de similaridade com uma
linhagem brasileira (4413) e outra Australiana (4412) de M. anisopliae var. acridum.
Estas trés linhagens apresentaram uma menor correlacdo genética com a linhagem
4413c de M. anisopliae var. acridum com 83% de similaridade. Este grupo se
aproximou do segundo com 34% de homologia, o qual esta representado pelas
linhagens de M. anisopliae var. acridum 4400 e 4411 com 100% de similaridade e
com uma distancia genética para a linhagem de M. anisopliae var. acridum 4410 com
apenas 85% de similaridade. As quatro linhagens de M. anisopliae var. anisopliae
apresentando 100% de similaridade se separaram das demais linhagens desse grupo
com cerca de 70% de fragmentos em comum. O terceiro grupo ¢ formado pelas
linhagens de M. anisopliae var. acridum 3998, 3800 e seus respectivos mutantes
3996 e 3997 com 100% de similaridade entre si e 18% de fragmentos comuns entre

os demais grupos.
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(GTG)s r=0.98986 | 4412
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| 4415 1 Metarhizium anisopliae var. acridum
Metarhizium anisopliae var. acridum
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Metarhizium anisopliae var. acridum
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2 Metarhizium anisopliae var. acridum
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Metarhizium anisopliae var. acridum
70% 4923
4922 Metarhizium anisopliae var. acridum
18% 4921 Metarhizium anisopliae var. acridum
Metarhizium anisopliae var. acridum
3800 Metarhizium anisopliae var. acridum
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3997 3 Metarhizium anisopliae var. anisopliae
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-_——r Metarhizium anisopliae var. anisopliae
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Figura 19. Dendrograma construido pelo método UPGMA, utilizando o coeficiente de Jaccard (J) a partir do perfil de microssatélite obtido
de 15 linhagens de Metarhizium.
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4.5.2 Iniciador - M13

A Figura 20 mostra o perfil de amplificacdo das regides de SSR com o
iniciador M13 das 15 linhagens de Metarhizium. Na andlise de agrupamento foi
evidenciado um menor percentual de similaridade e conseqiientemente menor
variagdo genética, discriminando 11 perfis, que refletem oito grupos distintos com
10% de similaridade (Figura 21). O primeiro grupo composto pela linhagem 4412 de
M. anisopliae var. acridum que agrupou-se com o segundo grupo em torno de 33%
de similaridade, este grupo ¢ composto por duas linhagens de M. anisopliae var.
acridum 4413 e 4413c com 100% de similaridade e a linhagem de M. flavoviride var.
flavoviride 4415 originaria da Franca com cerca de 87% de similaridade com as
linhagens brasileiras do mesmo grupo. O terceiro grupo representado pela linhagem
brasileira de M. anisopliae var. acridum 4410 com 43% de similaridade com o quarto
grupo. O quarto grupo representado pelas linhagens brasileiras 4400 e 4411 com
66% de similaridade entre elas. O quinto grupo composto pelas trés linhagens de M.
anisopliae var. acridum 3800, 3998 e o mutante 3997 com 100% de similaridade
entre elas. O sexto grupo composto pelo mutante 3996, que se distanciou da

linhagem selvagem com 20% de similaridade.

—
—
Lis
o

Figura 20. Perfil de regides microssatélites de linhagens de
Metarhizium obtido com o iniciador M13. Na pista M,
marcador de peso molecular 100 pb; Nas pistas de 1 a
15, encontram-se DNAs das linhagens (4412, 4413,
4410, 4415, 4400, 4411, 3800, 3996, 3997, 3998, 4920,
4921, 4922, 4923, 4413c¢), respectivamente.
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Ja no sétimo grupo, as linhagens de M. anisopliae var. anisopliae 4920 e 4921 se
agruparam com 100% de similaridade, mas foi possivel detectar variabilidade
genética nas linhagens 4922 e 4923 pertencentes ao oitavo grupo, obtendo uma
relacdo genética em torno de 43% de similaridade com as duas linhagens anteriores.
Estes dois Ultimos grupos se distanciaram com aproximadamente 10% de fragmentos

em comum com os demais grupos.
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M13 r=0.89783
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Figura 21. Dendrograma construido pelo método UPGMA, utilizando o coeficiente de Jaccard (J) a partir do perfil de microssatélite obtido

de 15 linhagens de Metarhizium.
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4.5.3 Iniciador (GACA),

As linhagens de Metarhizium amplificadas pelo (GTG)s foram discriminadas
com o iniciador (GACA)4 pela amplificagdo das regides de SSR (Figura 22), No
entanto, a analise de agrupamento evidenciou uma maior variabilidade genética com
o iniciador (GACA)4 do que com a utilizacdo do iniciador (GTG)s. Pela analise dos
dados do dendrograma, foram evidenciados seis grupos distintos em um ponto de
ramifica¢do de 12% de similaridade (Figura 23). O primeiro grupo representado pela
linhagem 4412 de M. anisopliae var. acridum com cerca de 40% de fragmentos em
comum com o segundo que ¢ composto pela linhagem 3800 M. anisopliae var.
acridum. O terceiro grupo ¢ o maior deles, contendo dois sub-grupos, o primeiro
formado pelas linhagens 4415 de M. flavoviride var. flavoviride, 4413, 4413c, 3996 ¢
3998 de M. anisopliae var. acridum com cerca de 65% de similaridade entre eles. O
segundo sub-grupo apresentou uma distdncia genética em torno de 53% com o
primeiro sub-grupo, sendo este composto pelas linhagens 4400, 4411, 3997. Ja o

quarto grupo representado pelas linhagens de M. anisopliae var. anisopliae 4920 e

Figura 22. Perfil de regides microssatélites de linhagens de
Metarhizium obtido com o iniciador (GACA)s. Na
pista M, marcador de peso molecular 100 pb; Nas
pistas de 1 a 15, encontram-se DNAs das linhagens
(4412, 4413, 4410, 4415, 4400, 4411, 3800, 3996,
3997, 3998, 4920, 4921, 4922, 4923, 4413c),
respectivamente.
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(GACA), r=0.88916
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Figura 23. Dendrograma construido pelo método UPGMA, utilizando o coeficiente de Jaccard (J) a partir do perfil de microssatélite obtido de
15 linhagens de Metarhizium.
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4923 com cerca de 72% de similaridade entre elas e a linhagem 4922 com cerca de
53% de similaridade com o seu sub-grupo. O quinto grupo formado pela linhagem
4921 que apresentou uma distancia genética em torno de 24% de similaridade com os
quatro grupos anteriores. No sexto grupo, a unica linhagem 4410 de M. anisopliae
var. acridum foi a mais distinta com cerca de 12%, mostrando uma alta
dissimilaridade em relacdo aos demais grupos através da analise das distancias
genéticas pelo método de agrupamento UPGMA. Foi possivel observar uma variagdo
genética muito maior com o iniciador (GACA),, refletida na discriminagdo de todas
as quinze linhagens, do que na analise de todas as técnicas anteriores utilizadas.

Bidochka et al. (1994) utilizaram os iniciadores (GACA); e MI13 em
linhagens de M. anisopliae, M. flavoviride e Beauveria bassiana. Com base no
padrao dos fragmentos amplificados as trés espécies foram diferenciadas, (GACA)4
produziu 34 fragmentos enquanto o M13 produziu 23. Os maiores fragmentos foram
gerados pelas linhagens de M. flavoviride. Os isolados morfologicamente
caracterizados como M. anisopliae apresentaram um padrdo de bandas heterogéneo.
Da mesma forma que no presente trabalho, ndo foi possivel correlacionar a
similaridade entre as linhagens com a origem geografica. Pois as linhagens de M.
flavoviride originarias do oeste da Africa, Galapagos e Austrélia, evidenciaram um
padrdo de bandas similar, embora sendo originarias de trés continentes. Nao foi
possivel, também, evidenciar nenhum agrupamento de acordo com o hospedeiro.
Concluiram que as linhagens M. anisopliae e M. flavoviride estdo mais proximas que
as de B. bassiana.

O iniciador M13 mostrou-se bastante eficiente em detectar variabilidade
intraespecifica nas linhagens de M. anisopliae var. anisopliae. Foi possivel
diferenciar a linhagem mutante 3996 da linhagem selvagem 3998 de M. anisopliae
var. acridum. Fato semelhante foi observado por Freire et al. (2001) quando utilizou
iniciadores aleatorios de RAPD em uma linhagem selvagem e cinco mutantes de M.
anisopliae var. anisopliae, detectando 58.4% de polimorfismo entre as linhagens
testadas.

Nao hé referéncia na literatura corrente sobre o uso do iniciador (GTG)s para

analisar a diversidade genética inter- e intraespecifica em linhagens do género
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Metarhizium. De acordo com Silva Filho (2003) o (GTG)s mostra eficiéncia para
discriminar amostras de leveduras isoladas do mosto fermentado em destilarias. Han
et al. (2002) utilizaram 12 iniciadores microssatélites para estudar a variabilidade do
fungo entomopatogénico Nomuraea rileyi, ndo observaram correlacdo entre origem
geografica e hospedeiros.

Em geral, a amplificacdo de microssatélites demonstra que estes sdo mais
variaveis que isoenzimas, RFLP, AFLP ¢ RAPD (BECERRA & PAREDES, 2000).
Visto que os iniciadores de ISSR s3o maiores do que os de RAPD, podendo-se
utilizar uma alta temperatura de anelamento, ¢ um marcador mais estavel e
reprodutivel segundo Han et al. (2002), sendo util para identificacdo de espécies e
caracterizagdo de linhagens fingicas.

A analise do dendrograma de (GACA); também permitiu uma melhor
avaliacdo da divergéncia observada entre as linhagens de Metarhizium e mutantes
(3996 e 3997) e selvagens (3998 e 3880) exibindo perfis diferentes entre si. Usando
as técnicas RAPD e Intron sé foi possivel discriminar a linhagem selvagem 3998 dos
demais mutantes. O ITS-rDNA discriminou a linhagem selvagem 3800. Com o
microssatélite (GTG)s nao foi possivel discriminar os mutantes das linhagens
selvagens e com o MI13 apenas a linhagem mutante 3996 das demais. Pode-se
observar que entre os marcadores moleculares testados neste trabalho, somente o
iniciador (GACA), foi eficiente em mostrar a diversidade genética encontrada nestas
quatro linhagens. Este resultado sugere que, esta regido do (GACA)4 ¢ mais variavel
para estas linhagens de Metarhizium.

A linhagem 4415 de M. flavoviride var. flavoviride através dos marcadores
moleculares utilizados mostrou ter uma relacdo genética mais proxima com as
linhagens de M. anisopliae var. acridum. Ja as linhagens de M. anisopliae var.
anisopliae isoladas de M. posticata ficaram sempre proximas pela analise com os

diferentes marcadores.
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4.6 Teste de Patogenicidade

De um modo geral, todas as linhagens de Metarhizium apresentaram
infectividade sobre as larvas de D. saccharalis, variando no entanto quanto ao grau
de agressividade (Tabela 3). A linhagem 4415 de M. flavoviride var. flavoviride
proporcionou 26,6% de mortalidade das larvas com TLsy de 6,13 dias, 4922 de M.
anisopliae var. anisopliae causou 23,3% de mortalidade com TLso de 7,32 dias e
4400 de M. anisopliae var. acridum 23,3% com TLsy de 7,26 dias. Comportaram-se
como as mais agressivas, embora s6 tenham diferido estatisticamente da linhagem
3997. As linhagens 4410, 3998, 4412 e 3997 de M. anisopliae var. acridum causaram
um menor percentual de mortalidade das larvas de D. saccharalis ndo havendo
diferenca significativa em relagdo ao grupo controle. Embora estatisticamente os
isolados tenham sido considerados iguais, os valores da mortalidade acumulada sao
significativos do ponto de vista biologico. Figueirédo et al. (2002) obtiveram
resultados semelhantes ao utilizarem a concentragio 10° conidios/mL de M.
anisopliae em larvas de Castnia licus, nao observando diferencas significativas entre

linhagens de M. anisopliae utilizadas no estudo.

Tabela 3. Percentual de mortalidade de Diatraea saccharalis e tempo letal (TLsy)
apos oito dias de inoculagdo com Metarhizium.

Tratamento Mortalidade (%) TLsg IC

4400 233 a 7,26 6,69 - 7,85
4410 13,3 ab 10,28 9,54-11,10
4415 26,6 a 6,13 5,52-6,77
3998 13,3 ab 9,68 9,01 -1041
3997 3,3b 10,72 9,92 - 11,62
4412 9,8 ab 10,77 9,97 - 11,68
4922 233 a 7,32 6,75 - 7,91

Controle 0,00 b 13,12 11,49 - 14,92

CV=2,67%

Meédias seguidas da mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey ao nivel de
5% de probabilidade. Dados transformados para arc sen da raiz de x/100.
TLso-Tempo Letal / IC = Intervalo de Confianga
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A Tabela 4 apresenta a freqiiéncia percentual acumulada de larvas mortas, de
acordo com a linhagem utilizada no periodo de 1 a 10 dias. Nao sendo detectada
mortalidade até o quarto dia. A freqiiéncia (acumulada) de lagartas mortas (30)
ocorreu para as linhagens: 4400 M. anisopliae var. acridum, 4415 M. flavoviride var.
flavoviride e 4922 de M. anisopliae var. anisopliae; a menor mortalidade ocorreu
para as linhagens 3997, 3998, 4410 e 4412 M. anisopliae var. acridum. Até o sexto
dia a maior freqiiéncia de mortalidade foi registrada para 4415, sendo também esta

linhagem que causou 100% de mortalidade das larvas até o oitavo dia.

Tabela 4. Freqliéncia percentual acumulada de mortes de Diatraea saccharalis ap6s
inoculagdo com Metarhizium.

Linhagem
Tempo de 4400 4410 4415 3998 3997 4412 4922 Controle
Avaliacio (Dias) %
1 0 0 0 0 0 0 0 0
2 0 0 0 0 0 0 0 0
3 0 0 0 0 0 0 0 0
4 0 0 0 0 0 0 0 0
5 10,0 0 6,7 0 6,7 0 6,7 0
6 20,0 0 60,0 6,7 6,7 0 13,3 0
7 43,3 0 86,7 16,7 6,7 3,3 46,7 0
8 66,7 26,7 100,0 30,0 10,0 13,3 70,0 0
9 86,7 26,7 - 33,3 13,3 20,0 83,3 0
10 100,0 33,3 - 33,3 16,7 26,7 100,0 0

Os sintomas de infeccdo nas larvas foram observados pela reducdo da
alimentagdo e movimentos mais lentos. As larvas mortas permaneceram
acondicionadas nos potes plasticos, para observacdo da exteriorizagdo dos conidios
(conidiogénese) no corpo dos insetos colonizados. No inicio da conidiogénese as
larvas apresentaram coloragdo branca passando a verde nos dias seguintes (Figura
24). Apds o décimo dia de inoculacdo, as larvas sobreviventes passaram para o
estagio de pupa. Porém, algumas tornaram-se inviaveis, ndo sobrevivendo, o que foi
constatado posteriormente através da observagdo da exteriorizacdo do fungo no seu

tegumento (Figura 25).
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A linhagem 4922 de M. anisopliae var. anisopliae causou 23,3% de
mortalidade sobre as larvas de D. saccharalis. Cézar Filho (2000), também causou
mortalidade de 30% com M. anisopliae var. anisopliae na concentragio 10°
conidios/mL sobre larvas de Alabama argillacea. Silva et al. (2003) aplicaram a
concentra¢io de 10® conidios/mL de M. anisopliae ¢ B. bassiana em larvas da traga-
das-cruciferas Plutella xylostella e constararam que o inseto ¢ mais susceptivel ao M.
anisopliae que a Beauveria. As linhagens de M. anisopliae var. acridum, em sua

maioria promoveram um percentual de mortalidade homogéneo, embora nao tenha

Figura 24. Larva de Diatraea saccharalis colonizada
pela linhagem 4415 de Metarhizium
flavoviride var. flavoviride.

Figura 25. Pupa de Diatraea saccharalis colonizada pela
linhagem 4400 de Metarhizium anisopliae
var. acridum.
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diferido estatisticamente daquele de M. anisopliae var. anisopliae, com excecao da
linhagem mutante 3997 com um percentual de 3,28%. Figueirédo et al. (2002)
utilizaram a linhagem CG 423 de M. anisopliae var. acridum para o controle de C.
licus obtendo 56,6% de mortalidade com TLsy de 11,80 dias. Resultado que
assemelha-se ao obtido nesta pesquisa que obteve um TLsy de 10,28, 10,72 ¢ 10,77
para as linhagens 4410, 3997e 4412 de M. anisopliae var. acridum, respectivamente.
Lecuona et al. (1996) obtiveram resultados significativos com a utiliza¢ao de
B. bassiana para o controle de D. saccharalis ao observarem que a mortalidade das
lagartas variou de 50 a 90%, com valores de TLso compreendidos entre 2,1 e 8,4 dias.
Nao houve relagdo entre os agrupamentos nos dendrogramas, para 0s
diferentes marcadores moleculares utilizados, com a agressividade das linhagens

testadas.
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5. CONCLUSOES

* Os marcadores moleculares Intron splice site primer, SSR e RAPD confirmaram a
diversidade genética reconhecida para Metarhizium, e ressaltaram a menor
variagdo genética entre as linhagens de M. anisopliae var. anmisopliae em

comparag¢do com as linhagens de M. anisopliae var. acridum.

* Nao foi observada a existéncia de relacdo entre as linhagens de cada grupo, com

hospedeiro ou origem geografica.

* A analise de RFLP dos amplicons do locus ITS com as enzimas Msp 1 e Hae 111
mostrou padrdo idéntico para M. anisopliae var. acridum (4413) e M. flavoviride

var. flavoviride.(4415).

* O marcador M13 foi mais sensivel que o (GTG)s em demonstrar a diversidade
genética das linhagens de M. anisopliae var. acridum, M. anisopliae var.

anisopliae e M. flavoviride var. flavoviride.

* SSR (GACA); foi mais eficiente em demonstrar a diversidade genética das
linhagens de M. anisopliae var. acridum, M. anisopliae var. anisopliae e M.

flavoviride var. flavoviride.
* As linhagens M. flavoviride var. flavoviride (4415), M. anisopliae var. anisopliae
(4922) e M. anisopliae var. acridum (4400) foram mais agressivas sobre as larvas

de D. saccharalis, embora nao tenha sido numericamente significativo.

* M. flavoviride var. flavoviride foi patogénico a Diatraea saccharalis.
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