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RESUMO GERAL.: Os objetivos do trabalho foram analisar os aspectos morfologicos e
moleculares de isolados de Metarhizium anisopliae e identifica-los ao nivel de variedade,
utilizando iniciadores especificos, selecionar isolados com alta patogenicidade para ninfas
de Mahanarva fimbriolata, verificar a persisténcia no solo do isolado mais eficiente em
condicdes de laboratdrio e o efeito da introducéo deste fungo na estrutura da comunidade
fungica, por meio do perfil de bandas de PCR-DGGE. Foram utilizadas as seguintes
metodologias: técnica de cultura sob laminula, PCR, bioensaios, contagem de coldnias em
placa e PCR-DGGE. A amplificagdo com os iniciadores 1TSmet/ITS4 confirmou que os
isolados sdo M. anisopliae var. anisopliae. As analises morfologicas e moleculares
demonstraram a grande variabilidade intraespecifica entre os 37 isolados estudados e
serviram de base para a diferenciacdo destes isolados que apresentam mesma origem
geogréafica e 0 mesmo hospedeiro. Os iniciadores (GACA), e (GTG)s forneceram DNA
fingerprints para um maior numero de isolados. Baseada na curva de mortalidade
confirmada, entre nove isolados, URM5946, URM5951 e URMG6033 foram considerados
os melhores para serem utilizados em um programa de controle biolégico de M.
fimbriolata. Entre estes isolados, 0 URMb5951 foi avaliado quanto a sua persisténcia e
efeito na comunidade fangica apds sua aplicacdo no solo. Este isolado permaneceu viavel
até 60 dias do experimento e demonstrou ndo interferir na comunidade fungica do solo em
que foi introduzido. Todas as caracteristicas estudadas sdo desejaveis no processo de
selecdo de isolados de M. anisopliae e os resultados obtidos reforcam a importancia da
utilizacdo destes fungos como agentes de controle bioldgico da cigarrinha-da-raiz da cana-

de-acucar, M. fimbriolata.

Palavras-chave: fungos entomopatogénicos, controle biolégico, marcadores moleculares,
PCR-DGGE, comunidade fungica do solo.



ABSTRACT: Our objectives were to analyze the morphological and molecular
characteristics of isolates of Metarhizium anisopliae and identify them the level of variety
using specific primers, select isolates with high pathogenicity against nymphs of Mahanarva
fimbriolata, verify the persistence in the soil of isolate most effective in laboratory conditions
and the effect of its introduction on the fungal community structure, through the band profile
of PCR-DGGE. We used the following methodologies: coverslip culture technique, PCR,
bioassays, count the colonies on the plates and PCR-DGGE. The amplification with primers
ITSmet/ITS4 confirmed that the isolates are M. anisopliae var. anisopliae. The morphological
and molecular analysis demonstrated the great intraspecific variability among 37 isolates and
provided a basis for differentiation of these isolates with the same geographical origin and
host. Primers (GACA), and (GTG)s provided DNA fingerprints for a larger number of
isolates. Based on the confirmed mortality curve, among nine isolates, URM5946, URM5951
and URMG6033 were considered to be potentially the most effective in a biological control
program for M. fimbriolata. Among these isolates, the URM5951 was evaluated its
persistence and effects on soil fungal community after its application. This isolate remained
viable until 60 days of the experiment and shown not to interfere in the soil fungal community
in which it was introduced. All characteristics are desirable in the selection of isolates of M.
anisopliae and the results reinforce the importance of using these fungi as biological control

agents of the sugarcane root spittlebug, M. fimbriolata.

Key-words: entomopathogenic fungi, biological control, molecular markers, PCR-DGGE,

soil fungal community.
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Figura 3 — Estrutura da comunidade fangica com base nos perfis de fragmentos do
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1. INTRODUCAO

A cultura da cana-de-aglcar destaca-se na agricultura brasileira como matéria-
prima para o uso das familias agricultoras e da industria sucro-alcooleira. No primeiro
caso, a producdo destina-se a alimentacdo de animais e extracdo da sacarose para uso das
familias agricultoras (Margarido et al., 2005), enquanto a producdo em larga escala visa a
exportacdo de aglcar e ao programa nacional de biocombustivel (Alves et al., 2008a). A
cigarrinha-da-raiz Mahanarva fimbriolata Stal (Hemiptera: Cercopidae) é uma importante
praga desta cultura nas principais regibes produtoras do Pais (Dinardo-Miranda et al.,
2006).

O metodo normalmente empregado para o controle da cigarrinha-da-raiz baseia-se
no uso de defensivos agricolas, embora seja crescente a conscientizacdo de seu impacto
ambiental e da necessidade de alternativas ecologicamente viaveis. Outro método utilizado
para o controle deste inseto é a aplicagdo do fungo entomopatogénico Metarhizium
anisopliae (Metschnikoff) Sorokin. A cultura da cana-de-agucar € o setor agricola que mais
emprega micoinseticida no Brasil com beneficios relacionados a reducdo de inseticidas
quimicos (Alves et al., 2008a). Outro aspecto positivo do uso de M. anisopliae é a
diminuicdo dos danos causados pela broca da cana-de-agUcar Diatraea saccharalis
Fabricius, em funcdo do parasitismo desse fungo e da acdo de outros inimigos naturais
(Mendonga et al., 1996).

A variabilidade genética dos fungos entomopatogénicos pode ser considerada uma
das principais vantagens no controle microbiano de insetos (Alves, 1998a) e pode ser
detectada e observada por meio dos estudos morfoldgicos, bioquimicos, de patogenicidade
e de marcadores moleculares. No ultimo caso, poderdo ser detectadas diferencas no DNA
que irdo auxiliar na compreensdo da diversidade genética e da estrutura das populacdes de
fungos. Alguns estudos foram realizados, a fim de se detectar o polimorfismo em fungos
(Oliveira et al., 1997; Mavridou & Typas, 1998; Lima, 2005; Velasquez et al., 2007), visto
que eles poderao auxiliar no controle de qualidade de micoinseticidas, protecdo de patente,
monitoramento ambiental e persisténcia do produto (Hegedus & Khachatourians, 1996).

A patogenicidade de isolados de M. anisopliae ja foi testada contra M. fimbriolata,
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utilizando isolados que apresentaram eficiéncia igual ou superior a 70% de mortalidade
confirmada (Loureiro et al., 2005), e também por isolados que foram considerados mais
patogénicos por apresentarem mortalidade corrigida entre 46,5 e 59,7% (Macedo et al.,
2006). A persisténcia de M. anisopliae no solo e seu possivel efeito na estrutura da
comunidade microbiana deste solo sdo caracteristicas importantes que devem ser
consideradas no processo de selecdo de isolados para o controle biolégico de insetos.
Alguns estudos investigaram a persisténcia de M. anisopliae de acordo com o tipo e
compactacdo do solo, temperatura e umidade (Lanza et al., 2004; Guerra et al., 2009). O
efeito da introducdo de fungos entomopatogénicos na comunidade microbiana do solo é
um aspecto pouco estudado, sendo observado que a presenca do fungo Beauveria
brongniartii (Saccardo) Petch no solo causou pouco e transitorio efeito na comunidade
fungica deste solo (Schwarzenbach et al., 2009).

A selecéo dos isolados de M. anisopliae proporcionara a obtencéo de isolados que
apresentem caracteristicas adequadas para utilizacdo em programas de controle biolégico
de pragas como as cigarrinhas, insetos que causam danos a varias culturas em muitos
estados brasileiros. Estes programas sdo importantes visto que hoje existe uma tendéncia
em reduzir o uso de agrotoxicos na producdo de alimentos. Portanto, a presséo crescente da
sociedade por alimentos mais saudaveis, a conscientizacdo das adversidades causadas pelo
uso abusivo e inadequado de agrotoxicos, e a expansdo da agricultura organica sdo alguns
fatores que vém exigindo dos pesquisadores um maior empenho na elaboracdo de
programas de controle biologico. Os objetivos deste trabalho sdo analisar os aspectos
morfologicos e moleculares de isolados de M. anisopliae e identifica-los ao nivel de
variedade utilizando iniciadores especificos, selecionar isolados com alta patogenicidade
para ninfas de M. fimbriolata, verificar a persisténcia no solo do isolado mais eficiente em
condicdes de laboratorio e o efeito da introducdo deste fungo na estrutura da comunidade

fangica, por meio do perfil de bandas de PCR-DGGE.
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2. FUNDAMENTAGCAO TEORICA

2.1 Biologia de Mahanarva fimbriolata e danos econdmicos

A cigarrinha-da-raiz da cana-de-agicar M. fimbriolata Stal (Hemiptera:
Cercopidae) possui as fases de ovo, ninfa e adulto (Figura 1). As fémeas depositam ovos
no solo, na base das touceiras ou entre residuos vegetais, preferencialmente nas linhas da
cana, podendo também ser depositados nas entrelinhas, principalmente se estiverem
cobertas de palhas. O periodo de incubagdo dos ovos é de 15 a 20 dias, mas a diminuicao
das chuvas causa deficiéncia hidrica no solo e pode provocar a ocorréncia de diapausa nos
ovos, garantindo a sobrevivéncia da espécie em condigdes desfavoraveis. No ano seguinte,
com o inicio das primeiras chuvas, os ovos, em diapausa, iniciardo o processo fisioldégico
de extrusdo, dando continuidade ao desenvolvimento embrionario, eclodindo as ninfas.
Essas se fixam as raizes e radicelas da cana-de-acUcar, onde permanecerdo de 30 a 40 dias
cobertas por uma espuma branca de alta densidade, por elas secretadas. Neste periodo, as
ninfas passam por cinco mudas ou ecdises, originando os adultos que apresentam
longevidade de 12 a 20 dias. Assim, o ciclo biolégico completo, sem envolver o periodo
em que 0S 0VOS possam passar por diapausa, € de dois a trés meses (Mendonga &
Mendonca, 2005).

Geralmente M. fimbriolata desenvolve trés gerac6es anuais, nos meses de setembro
a marco nas Regibes Sul, Sudeste e Norte do Brasil e nos meses de marco a agosto na
Regido Nordeste (Mendonca & Mendonga, 2005). As ninfas, ao se alimentarem,
ocasionam uma “desordem fisiolégica” em decorréncia de suas picadas que, ao atingirem
0s vasos lenhosos da raiz, os deterioram, impedindo ou dificultando o fluxo de agua e de
nutrientes. A morte das raizes ocasiona desequilibrio na fisiologia da planta, caracterizada
pela desidratacdo do floema e xilema, afinamento e posterior aparecimento de rugas na
superficie externa. Os adultos, ao injetarem toxinas, produzem pequenas manchas amarelas
nas folhas que com o passar do tempo tornam-se avermelhadas e, finalmente, opacas,
reduzindo sensivelmente a capacidade de fotossintese das folhas e o conteudo de sacarose
no colmo (Almeida, 2003). O resultado é o afinamento e atrofia do colmo e dos entrenos,

reducdo da sacarose no colmo e grandes perdas econémicas em todo o processo produtivo.
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Perdas agricolas e industriais foram superiores a 60% em canaviais dos estados de Sergipe
em 1994 e da Bahia em 1996 (Mendonga, 1996), enquanto no estado de Séo Paulo, para as
colheitas de agosto e outubro (safra 1997/1998) foram verificadas perdas de 42,2% (65,2
t/ha) e de 44,8% (64,8 t/ha), respectivamente (Dinardo-Miranda et al., 1999). O nivel de
dano econdmico da cigarrinha-da-raiz foi estimado entre dois e trés insetos m™ (Dinardo-
Miranda et al., 2008). Peixoto et al. (2009) verificaram que para cada ninfa por metro
linear ocorre perda relativa de 2,3% toneladas de cana por hectare.

ADULTOS

no solo e na noovsgli
planta '

12 a 20 dias 15 a 20 dias

NINFAS - no solo
30 a 40 dias

Figura 1 - Ciclo biolégico de Mahanarva fimbriolata. Fonte: Mendonga & Mendonca (2005).

2.2 Controle microbiano de insetos-praga

O método normalmente empregado para o controle das cigarrinhas baseia-se no uso
de defensivos agricolas. O controle quimico é pouco eficiente para ninfas de M.
fimbriolata, pois estas se localizam no solo, junto as touceiras e protegidas pela espuma
branca. Para esta fase, as aplicacdes devem ser dirigidas diretamente a base das touceiras e
entrelinhas da cultura, utilizando equipamentos como os pulverizadores costal manual,
motorizado ou pressurizado (Loureiro, 2004). A baixa eficiéncia desses defensivos gera a
necessidade de sucessivas aplicacOes, inviabilizando economicamente a producdo e

causando enormes prejuizos ambientais (Leite et al., 2002).
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O controle biolégico consiste na introducdo de um organismo benéfico, uma
espécie predatoria ou parasitica, em um sistema de cultivo onde este agente estava ausente
ou em baixo nivel populacional. Esta pratica ira pressionar negativamente a populagdo de
uma determinada presa ou hospedeiro que foi capaz de atingir niveis de praga ou doenca
(Gliessman, 2001). O aumento da suscetibilidade a pragas é geralmente reflexo das
diferencas na saude da planta, causadas pelo mau manejo da fertilidade do solo (Nicholls
& Altieri, 2007). Um dos objetivos do controle biolégico é que o organismo benéfico
introduzido seja capaz de completar todo o seu ciclo de vida e se reproduzir em um nimero
suficiente para se tornar um residente permanente do agroecossistema. Mas,
freqlientemente, as condi¢cdes do nicho onde os organismos benéficos foram introduzidos
podem ndo satisfazer estas exigéncias a longo prazo, sendo necesséria uma reintroducéo do
agente de controle biolégico (Gliessman, 2001). Portanto, para que o controle biologico
seja bem sucedido, sdo necessarias mudancas nas praticas produtivas € no uso de insumos.
O Manejo Integrado de Pragas (MIP) é uma alternativa a estratégia de intervencao
unilateral com o agroquimico, tendo um enfoque mais profundo sobre a ecologia, dos
insetos e das plantas, com base no uso de taticas complementares, como a adog¢do de
métodos culturais que favorecam a diversidade vegetal. Nesta abordagem, o controle das
pragas deve ser baseado inicialmente nos fatores naturais, tais como patdgenos, parasitas e
predadores deixando 0 manejo com uso de agrotoxicos como ultimo recurso. Mas como 0s
métodos biologicos de controle de pragas ndo se prestam de imediato ao sistema
agroindustrial, para producdo e comercializacdo em larga escala, como ocorre com 0s
agrotoxicos, as empresas privadas relutam em incorrer em despesas para 0 Seu
desenvolvimento. Entretanto, a escassez de energia, a degradacdo ambiental e a inflagdo
mostram que o ganho financeiro imediato ndo deveria constituir a principal for¢a motriz da
agricultura (Altieri, 2002). Assim apesar da forte pressdo econémica sobre a agricultura,
muitos produtores estdo fazendo a transicdo para praticas que sdo mais consistentes
ambientalmente e tém o potencial de contribuir com a sustentabilidade da agricultura a
longo prazo, sendo o controle bioldgico um dos principios orientadores nesse processo de
conversao (Gliessman, 2001).

O controle microbiano representa um ramo do controle bioldgico de insetos, que
consiste na utilizacdo racional de patdgenos visando a manutencdo do equilibrio da
populacdo de pragas no ambiente. Os patdgenos microbianos apresentam vantagens em

relacdo aos inseticidas quimicos, pois mantém populacdes de parasitas, predadores e
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polinizadores, ndo poluem o ambiente e ndo sdo toxicos ao homem e outros animais
(Alves, 1998a). Nas culturas em que o controle microbiano € utilizado, o aumento do
namero de inimigos naturais é observado. O controle dos insetos-praga é obtido pela acéo
conjunta dos patdégenos e dos inimigos naturais, representados por parasitoides,
predadores, incluindo insetos, aves e outros animais (Rossi-Zalaf et al., 2008).

Pode-se citar como controle microbiano bem sucedido o uso de fungos
entomopatogénicos, que apresentam grande versatilidade, causando danos aos artropodes
que vivem em plantas, solos e ambientes aquaticos. Apresentando mecanismo de infeccao
especializado, alguns fungos podem infectar diferentes estadios de desenvolvimento dos
hospedeiros (Mccoy & Milani-Tigano, 1996). Para a maioria dos fungos a penetracao
ocorre via tegumento, o que os coloca em vantagem quando comparados com outros
grupos de patdgenos que sO penetram no inseto por via oral. Além disso, possuem alta
capacidade de disseminacdo horizontal, podendo ser levados pelos diferentes agentes de
disseminac&o para locais distantes (Alves, 1998b).

Os principais fungos entomopatogénicos pertencem aos géneros Metarhizium,
Beauveria, Sporothrix, Lecanicillium, Nomuraea, Hirsutella, Aschersonia, Isaria,
Paecilomyces e Enthomophthora (Faria & Magalhées, 2001; Alves et al., 2008a). O género
Metarhizium compreende o grupo mais estudado, e neste estdo incluidas trés espécies,
identificadas segundo sua micromorfologia e tamanho de conidios, M. anisopliae
(Metschnikov) Sorokin, M. flavoviride Gams e Rozsypal e M. album Petch (Bridge et al.,
1993).

A taxonomia de Metarhizium foi reavaliada pela analise do sequenciamento de
regibes do espacador interno transcrito (ITS — Internal Transcribed Spacer) e de rDNA
28S e sua correlacdo com padrdes de DNA amplificados ao acaso (RAPD — Random
Amplified Polymorphic DNA). Esse estudo permitiu o reconhecimento de quatro grupos
dentro do grupo M. anisopliae, correspondendo a duas variedades ja descritas [M.
anisopliae var. anisopliae (Metschnikov) Sorokin e M. anisopliae var. majus (Johnston)
Tulloch] e duas variedades novas (M. anisopliae var. acridum Driver & Milner e M.
anisopliae var. lepidiotum Driver & Milner) (Driver et al., 2000). Posteriormente, uma
nova variedade foi descrita na China, M. anisopliae var. dcjhyium. Essa nova variedade,
comparada a outros isolados de M. anisopliae, apresentou alta viruléncia ao cupim
Odontoternes formosanus Shiraki e um diferente padrdo de bandas de isoenzimas

esterases. Os isolados também foram comparados quanto as sequéncias do rDNA 18S, e a
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analise filogenética demonstrou que formam um grupo monofilético (Dong et al., 2007).

A taxonomia de Metarhizium foi novamente reavaliada, com base na analise
filogenética multigénica abrangendo os genes tef-1 (fator de elongacéo da transcricdo 1-a),
rpbl (subunidade maior da RNA polimerase Il), rpb2 (segunda subunidade maior da RNA
polimerase 11) e B-tub (B-tubulina). As espécies M. brunneum Petch, M. guizhouense Chen
& Guo, M. pingshaense Chen & Guo e M. taii Liang & Liu eram consideradas sinonimias
de M. anisopliae. Foram reconhecidas como espécie M. anisopliae, M. guizhouense, M.
pingshaense, M. acridum (Driver & Milner) Bischoff, Rehner & Humber, M. lepidiotae
(Driver & Milner) Bischoff, Rehner & Humber e M. majus (Johnston) Bischoff, Rehner &
Humber. Duas novas espécies foram descritas, Metarhizium globosum Bischoff, Rehner &
Humber e Metarhizium robertsii Bischoff, Rehner & Humber, reconsideraram M.
brunneum e reconheceram M. guizhouense (= M. taii) como anamorfo de Metacordyceps
taii (Liang & Liu) Sung, Sung, Hywel-Jones & Spatafora (Bischoff et al., 2009). O género
Metacordyceps foi proposto por Sung et al. (2007) e inclui teleomorfos de Metarhizium e
outros anamorfos relacionados. Estes estudos contribuem para o conhecimento da grande
variabilidade genética do género e auxiliam os estudos taxonémicos, ao nivel de espécie.

A espécie mais estudada nesse género é M. anisopliae, um anamorfo pertencente ao
Filo Ascomycota, visto que o teleomorfo Cordyceps brittlebankisoides [= Metacordyceps
brittlebankisoides (Liu, Liang, Whalley, Yao & Liu) Sung, Sung, Hywel-Jones &
Spatafora] foi isolado de uma larva (Coleoptera: Scarabaeidae) e foi relacionado com o
anamorfo M. anisopliae var. majus [= M. majus (Johnston) Bischoff, Rehner & Humber]
(Liu et al., 2001). As estruturas reprodutivas de M. anisopliae (anamorfo, a forma mais
comumente encontrada) sdo representadas por conidiéforos e conidios. Os conidiéforos
sdo estruturas especializadas, hialinas, simples ou ramificadas que ddo origem as fialides,
também hialinas, onde ocorre a mitose. A conidiogénese em M. anisopliae se enquadra no
modelo fialidico, o ncleo migra da fialide para o primordio do conidio, este quando atinge
a maturidade torna-se esverdeado e é dispersado (Luna-Alves Lima, 1989). Estruturas
leveduriformes ou blastosporos e apressorios sao produzidos por M. anisopliae, a partir da
diferenciacdo micelial. Os blastosporos, em casos distintos, funcionam como unidades
reprodutivas e sdo produzidos em cultura submersa (Kleespies & Zimmermann, 1998;
Jackson & Jaronski, 2009) e na hemolinfa do inseto hospedeiro (Alves, 1998b).
Observacdes citoldgicas em Beauveria bassiana (Balsamo) Vuillemin indicaram que estas

estruturas se originaram a partir da germinagdo dos conidios nas primeiras 24 horas de
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cultivo em meio liquido, enquanto que na fase micelial, elas se formaram em ponta de
hifas ou a partir de tubo germinativo retardatario (Luna-Alves Lima & Tigano, 1989).
Esses autores verificaram que os blastosporos tém parede celular menos espessa que a dos
conidios. O apressorio, formado na extremidade da hifa, pode estar envolvido no
mecanismo de patogenicidade do fungo, tendo a fungéo de iniciar o processo de penetracao
da epicuticula e procuticula do tegumento do inseto (Alves, 1998b). Recentemente, foi
assinalada a producdo de microesclerécios por isolados de M. anisopliae apds cultivo em
meio liquido com diferentes concentragdes de carbono e carbono-nitrogénio (Jackson &
Jaronski, 2009).

A relacdo fungo-hospedeiro ocorre pela adesdo e germinacdo de conidios na
superficie do inseto, seguida de penetracdo da hifa através da cuticula. O processo de
adesdo depende da presenca de enzimas (esterases, lipases e proteases) na superficie dos
conidios ndo germinados que alteram a superficie do tegumento do inseto, favorecendo a
nutricdo e a germinacdo do fungo (St. Leger et al., 1991). Alguns fungos sob determinadas
condigdes formam o apressorio, onde ocorre elevada atividade metabdlica devido a
producdo de enzimas (proteases, lipases e quitinases). Na penetracdo estdo envolvidos os
fatores fisicos (pressdo da hifa que rompe areas membranosas ou esclerosadas) e quimicos,
resultantes da liberacdo destas enzimas que facilitam a penetracdo mecénica. A partir da
penetracdo, inicia-se o processo de colonizacdo do hospedeiro, no qual a hifa que penetra
sofre um espessamento e se ramifica no tegumento do inseto e na hemocele, onde sdo
formados os blastosporos (fase parasita). Apds a morte do hospedeiro, as hifas crescem
invadindo os diversos 6rgdos internos e, posteriormente, emergem do corpo do inseto
produzindo os conidios, que corresponde a fase saprobia, que poderdo ser disseminados
para infectar outros individuos (Alves, 1998b).

Estudos ao nivel molecular tentam descrever o processo de infeccdo dos
hospedeiros e demonstram que este processo é complexo e multifatorial. As etapas de
adesdo e penetracdo sdo as mais estudadas e parecem ser decisivas no estabelecimento da
infeccdo. Foi demonstrada a participacdo de uma adesina, codificada pelo gene Madl, na
adesdo de conidios a cuticula de larvas de Manduca sexta Linnaeus. Esta evidéncia foi
obtida por meio de mutantes nulos deste gene que tiveram uma diminuicdo na germinagao
dos conidios, supressdo na formacao dos blastosporos e reducdo na viruléncia (Wang & St.
Leger, 2007a). Também foi relatada a participacdo das piripilinas na diferenciacdo dos

apressorios em M. anisopliae, que sdo proteinas que circundam goticulas de lipidios no
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interior da célula. O gene Mpl1 foi desativado em algumas linhagens gerando deficiéncia
no processo de infeccdo, devido a formagéo de apressorio com menor nivel de goticulas de
lipidios e conseqlientemente com menor pressdo osmotica, acarretando em deficiéncias na
penetracdo (Wang & St. Leger, 2007b). Apressorios defeituosos também foram observados
apos a delecdo do gene mapkal (subunidade catalitica 1 da proteina quinase A) (Fang et
al., 2009). No processo de penetracdo, as proteases do tipo subtilisina sdo bastante
estudadas, sendo dez os genes que codificam para diferentes isoformas destas enzimas
(Pr1A — Prl1J) (Bagga et al., 2004), que parece apresentar uma especificidade em relacéo
ao hospedeiro (Dutra et al., 2004). Outra proteina que esta sendo estudada ¢ a MOSL1 e,
possivelmente, seu papel esté relacionado com a adaptacdo do fungo as condicGes de alta
pressao osmotica na hemolinfa do inseto. A desativacdo do gene Mosl aumentou a
sensibilidade ao estresse osmotico e oxidativo e diminuiu a formacdo de apressorios e a
viruléncia ao inseto. Estes dados sugerem que possa existir uma interagdo da proteina
MOS1 com outras proteinas, sendo necessarios mais estudos para a elucidacdo deste
fendmeno (Wang et al., 2008). Outros genes como Mcll (proteina tipo-colédgeno), Cag8
(regulador da via de sinalizacdo da proteina G), chi2 (endoquitinase), chi3 (endo e
exoquitinase) e Mpkl (fosfocetolase) estdo envolvidos no processo de infeccdo de M.
anisopliae em seus hospedeiros, causando uma redugdo da viruléncia quando inativados
(Wang & St. Leger, 2006; Fang et al., 2007; Staats, 2007; Boldo et al., 2009; Duan et al.,
2009).

2.3 Caracterizagdo molecular

Marcador molecular representa todo e qualquer fendtipo oriundo de um gene
expresso ou de um segmento do DNA que corresponde as regides, expressas ou nao, do
genoma. O desenvolvimento da biologia molecular permitiu o surgimento de diversos
métodos de deteccdo do polimorfismo genético, diretamente ao nivel do DNA, que
poderdo auxiliar na compreensdo da diversidade genética e da estrutura das populacées de
fungos (Ferreira & Grattapaglia, 1998; Faleiro, 2007).

A reacdo em cadeia da polimerase (PCR — Polymerase Chain Reaction) é uma
técnica que possibilita a obtencdo de grandes quantidades de fragmentos especificos de
DNA por meio da amplificacdo em ciclos. Esta técnica, aliada as metodologias de

clonagem e sequenciamento do DNA, possibilitou um rapido acimulo de informac6es
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sobre a estrutura gendmica, como a descoberta e 0 estudo de sequéncias repetitivas de
DNA, uma rica fonte de polimorfismo genético (Matioli & Passos-Bueno, 2001). Baseado
na PCR para a analise de polimorfismo, alguns métodos foram descritos, tais como ITS,
ITS-polimorfismo do tamanho de fragmentos de restricdo (ITS-RFLP — ITS-Restriction
Fragment Length Polymorphism), Intron Splice Site Primer, sequéncias internas simples
repetidas (ISSR — Inter Simple Sequence Repeats) e sequéncias simples repetidas (SSR —
Simple Sequence repeats) (Ferreira & Grattapaglia, 1998; Matioli & Passos-Bueno, 2001;
Faleiro, 2007).

O DNA que codifica o rRNA apresenta-se como um agregado génico, no qual se
tem trés regides génicas conservadas composta pelos genes 18S, 5,8S e 28S. Esses genes
sdo separados por regifes espacadoras intergénicas variaveis denominadas ITS1 e ITS2
(Figura 2), as quais sdo transcritas e processadas para originar rRNA maduro. O agregado
génico que codifica para rRNA aparece repetido centena de vezes no genoma fungico. Este
agregado apresenta algumas regides altamente conservadas e outras variaveis, permitindo a
analise de variacbes de diferentes niveis taxondmicos. Estas regides permitem que
iniciadores (primers) de PCR sejam desenhados e utilizados para uma ampla gama de
espécies fungicas. A regido 18S é a mais conservada e por isso é utilizada apenas na
comparacgdo de organismos distantemente relacionados. A porcdo 28S é a mais variavel,
sendo apropriada para a comparacdo de diferentes géneros ou, em alguns casos, de
diferentes espécies. As regides ITS evoluem rapidamente sendo apropriadas para
discriminar espécies relacionadas ou até mesmo variedades de uma mesma especie. O fato
das regides serem flanqueadas por segmentos conservados, relativamente curtos (500 a
800pb) e aparecerem em grande nimero de copias no genoma, permitem a amplificacdo e
0 sequenciamento com facilidade (Fungaro, 2000).

A digestdo de amostras de DNA com enzimas de restricdo (RFLP) pode contribuir
para a deteccdo do polimorfismo, com base no numero e tamanho dos fragmentos
produzidos (Marques et al., 2002). Esta técnica permitiu diferenciar espécies e isolados de
Metarhizium com base na presenca ou auséncia de sitios de restricdo no rDNA (Pipe et al.,
1995). Nesse estudo, isolados de M. anisopliae foram agrupados de acordo com a origem
geografica, mas ndo houve correlacdo com o hospedeiro. Lima (2005), a partir do perfil
dos fragmentos de restricdo da regido ITS do rDNA, verificou dois grupos distintos entre
M. anisopliae var. anisopliae e M. anisopliae var. acridum, ndo sendo possivel

correlacionar estes grupos com a origem geogréafica e o hospedeiro. Esse tipo de associa¢éo
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também ndo foi observado entre isolados de M. anisopliae (Velasquez et al., 2007). A
analise dos fragmentos obtidos apo6s clivagem de sequéncias de mtDNA mostrou-se
excelente para a deteccao de diferencas entre isolados de M. anisopliae quando comparada
a analise de rDNA (Mavridou & Typas, 1998). A técnica ITS-RFLP também é utilizada em
estudos de diferenciacdo intraespecifica de fungos entomopatogénicos como B. bassiana
(Coates et al., 2002; Gaitan et al., 2002), Beauveria brongniartii (Wada et al., 2003) e
Entomophthora muscae (Cohn) Fresenius (Jensen et al., 2001). A partir de estudos de
polimorfismo, esta técnica é utilizada para o desenho de iniciadores especificos para
deteccdo e identificacdo de M. anisopliae var. anisopliae (Destéfano et al., 2004) e M.

anisopliae var. acridum (Entz et al., 2005).

500 — 800 ph
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Figura 2 - Estrutura do agregado génico que codifica RNA ribossdmico. Fonte: Fungaro (2000).

Os cromossomos eucarioticos contém genes interrompidos por regibes néo
codificadoras, os introns, e as regides com informacgdes codificadoras, que sao
representadas pelas proteinas, os exons. Os introns foram separados em quatro categorias
de acordo com suas caracteristicas estruturais e 0s mecanismos de remocao, sendo intron
do grupo I, intron do grupo I, intron de pre-mRNA nuclear e intron do tRNA nuclear
(Haugen et al., 2005). Os introns dos grupos | e Il sdo classificados de acordo com suas
organizac@es internas e tém uma capacidade intrinseca de autorremocao por montagem.
Estes dois ultimos podem ser utilizados como marcadores moleculares em estudos de
diversidade intra e interespecificos.

Os introns do grupo | sdo encontrados em organismos eucariéticos como os fungos,
0s protistas e as algas verdes, presentes no genoma nuclear, mitocondrial e do cloroplasto.

No genoma nuclear eucariotico, introns do grupo | sdo encontrados nos genes do rDNA,
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em sitios especificos que codificam as subunidades maior e menor do rRNA (Haugen et
al., 2005). Estes introns sdo elementos genéticos autbnomos caracterizados pela sua
habilidade de transferéncia de um alelo para outro que ndo o contém, pois, alguns sao
elementos méveis (transposons) e pela sua capacidade de autorremocdo do RNA transcrito
(Nodari, 1999). Nesse ultimo caso, o intron dobra-se por pareamento intramolecular de
bases em uma estrutura complexa na qual os dois sitios de corte sdo aproximados. Este
intron com pareamento de bases € uma ribosima que catalisa sua propria reacdo de
remogdo (Figura 3). O mecanismo de autorrecomposicdo envolve uma série de
transferéncias de ligacdo fosfodiéster, sem perda e sem ganho de ligacGes no processo, e
requer um nucleotideo guanina com um grupo 3’ —OH livre (exo G). A remocao inicia-se
com a ligacdo deste nucleotideo a um sitio especifico no RNA (jun¢do exon 1 — intron,
sitio 5) que desencadear4 a remocdo do exon 2 (sitio 3). Na segunda etapa, ocorre a
ligacdo dos exons e liberagdo do intron (Haugen et al., 2005).
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Figura 3 - (a) Estrutura secundaria de um intron do grupo I; (b) processo de autorremogdo do
intron. Fonte: Haugen et al. (2005).
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A distribuicdo dos introns do grupo | é geralmente irregular, presentes em alguns
isolados e ausentes em outros, sendo uma fonte para detec¢do de variabilidade genética.
Foram identificados em isolados de M. anisopliae cinco introns distintos, todos do grupo I,
posicionados em diferentes sitios de insercdo da regido 28S do rRNA (Mavridou et al.,
2000). Diversidade genética entre isolados de M. anisopliae foi observada em estudos de
genes relacionados a subunidade maior do ribossomo, com quatro sitios de insercdo de
introns do grupo I, e devido a presenca/auséncia desses introns sete grupos foram
formados (Marquez et al., 2006). A utilizacdo do iniciador EI1, que amplifica regido de
intron do grupo |, detectou diferencas entre variedades de M. anisopliae (Lima, 2005;
Carneiro-Ledo, 2006). Esta técnica também é utilizada em estudos de polimorfismo de B.
bassiana (Wang et al., 2003) e B. brongniartii (Neuvéglise et al., 1997).

DNA microssatelite € aquele que possui sequéncias curtas repetidas em tandem.
Neste caso, a estratégia para a andlise ¢ a amplificacdo do fragmento que contém as
repeticdes, utilizando oligonucleotideos que hibridizam com as regifes que flanqueiam as
repeticdes, técnica conhecida como SSR. Ao contrario do que ocorre na andlise de
microssateélite, a técnica ISSR consiste na amplificacdo de um fragmento que existe entre
duas regides repetitivas que estdo presentes em varios genomas (Matioli & Passos-Bueno,
2001), por isso tambem conhecida como intermicrossatélite. Esse marcador foi eficiente
em detectar diferencas entre variedades de M. anisopliae (Lima, 2005; Carneiro-Leéo,
2006). Alto nivel de polimorfismo também foi encontrado para isolados de B. bassiana,
sendo estes agrupados de acordo com a origem geografica (Aquino de Muro et al., 2005;
Wang S. et al., 2005; Estrada et al., 2007) e para isolados de E. muscae (Lihme et al.,
2009) e de Pandora neoaphidis (Remaudiére & Hennebert) Humber (Tymon & Pell,
2005). O marcador SSR também foi utilizado em estudos de polimorfismo de M.
anisopliae e os iniciadores utilizados ndo foram eficientes na deteccéo de polimorfismo de
isolados obtidos de amostras de solo de diferentes regides do Chile (Velasquez et al., 2007)
e de paises da Asia e Europa (Freed et al., 2010).

As técnicas de genética molecular podem auxiliar na resolucdo de problemas
taxonémicos e na determinacdo da variacdo genética inter e intraespecifica. Os estudos de
polimorfismo contribuem para a compreensao da diversidade genética e da estrutura das
populacdes de fungos e estas informacdes sdo muito importantes em um programa de

controle biolégico.
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2.4 Selecéo de fungos entomopatogénicos

No Brasil, o controle microbiano das cigarrinhas é um dos programas mais antigos
e eficientes no qual foram realizados estudos de coleta e sele¢do de isolados com diferentes
graus de viruléncia e especificidade para cada praga alvo, visando sua adaptacdo as
condicGes ambientais diversas. O caso mais conhecido é o emprego de M. anisopliae na
Regido Nordeste para o controle da cigarrinha-da-folha da cana-de-aglcar, Mahanarva
posticata Stal (Hemiptera: Cercopidae). Estes estudos foram iniciados em 1969 e, a partir
de 1975, as usinas de Pernambuco realizaram a instalacdo de laboratoérios para a producdo
do entomopatdgeno (Marques et al., 1981; Alves, 1998b). Este programa contribuiu para a
abertura de varias empresas voltadas para a producdo de entomopatégenos e, atualmente,
do total de fungos utilizados no Brasil, 66% é produzido no Nordeste, 26% no estado de
Sdo Paulo, 7% no estado de Mato Grosso e 1% em outros estados (Alves et al., 2008b).

Vaérios trabalhos s@o conduzidos na busca do isolamento e da selecdo de fungos
entomopatogénicos, que poderdo ser eficientes controladores de varios insetos
considerados pragas (Hemiptera, Coleoptera, Lepidoptera, Isoptera e Orthoptera) (Shimizu
& Yamaji, 2003; Alexandre et al., 2006; Entz et al., 2008; Anand et al., 2009).

Isolados dos fungos B. bassiana, M. anisopliae e Sporothrix insectorum Hoog &
Evans foram testados contra adultos do percevejo-de-renda da mandioca, Vatiga illudens
Drake (Hemiptera: Tingidae), sendo que M. anisopliae e B. bassiana foram mais eficientes
(Oliveira et. al., 2001). Isolados de M. anisopliae e B. bassiana também foram testados
contra ovos, ninfas e adultos do percevejo Blissus antillus Leonard (Hemiptera:
Lygaeidae), sendo verificada maior eficiéncia de um isolado de B. bassiana no controle de
ninfas e adultos, apresentando mortalidade confirmada de 53 e 78% (Samuels & Coracini,
2004) e de um isolado de M. anisopliae no controle dos ovos, causando infeccdo de 96,7%
(Samuels et al, 2002). Atividade patogénica exercida por alguns fungos
entomopatogénicos sobre os pulgdes Aphis gossypii Glover e Myzus persicae Sulzer
(Hemiptera: Aphididae) foi observada por meio do Tempo Letal (TL) e M. anisopliae foi o
mais virulento. Foi verificado que M. persicae apresentou maior suscetibilidade para M.
anisopliae e B. bassiana (Loureiro & Moino Jr., 2006). Além destas duas espécies, alguns
isolados de Fusarium sp, Paecilomyces farinosus (Holmsk.) Brown & Smith [= Isaria
farinosa (Holmsk.)] e Lecanicillium lecanii (Zimmerman) Zare & Gams também foram

patogénicos a M. persicae (Reid et al., 2010). M. anisopliae e B. bassiana foram eficientes
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no controle do pulgdo Lipaphis erysimi Kaltenbach (Hemiptera: Aphididae) (Araujo Jr. et
al., 2009). A patogenicidade de M. anisopliae também foi testada em ninfas e adultos do
percevejo-castanho-da-raiz  Scaptocoris carvalhoi Becker (Hemiptera: Cydnidae),
separadamente, em laboratorio e em casa de vegetacdo. Nessa Ultima, os niveis de
mortalidade foram maiores para as ninfas do que para os adultos (Xavier & Avila, 2006).
Outro percevejo subterraneo, Cyrtomenus bergi Froeschner (Hemiptera: Cydnidae) foi
suscetivel a isolados de M. anisopliae e Paecilomyces sp. (Jaramillo & Borgemeister,
2006). M. anisopliae foi patogénico ao inseto Oncometopia facialis Signoret (Hemiptera:
Cicadellidae), vetor da clorose variegada dos citros, causando uma mortalidade de 87,1%
(Pria Junior et al., 2008). Para o percevejo Plautia stali Scott (Hemiptera: Pentatomidae),
M. anisopliae foi mais virulento que B. bassiana (lhara et al., 2001).

Os trabalhos acima relatam a patogenicidade de fungos contra insetos-praga,
porém, também ja foi relatado o efeito de M. anisopliae e B. bassiana sobre insetos
benéficos como o percevejo predador Podisus nigrispinus Dallas (Hemiptera:
Pentatomidae). M. anisopliae ocasionou maior mortalidade do predador tanto por contato
quanto por residuo seco do fungo (suspensdo de conidios em folhas de algodoeiro),
sugerindo um critério cuidadoso no uso integrado com este percevejo quando se deseja
preservar o controle exercido por ambos (Franca et al., 2006).

Quanto ao controle da cigarrinha-da-raiz da cana-de-agUcar, M. fimbriolata foi
testada a patogenicidade de isolados de M. anisopliae, provenientes de diferentes
hospedeiros e regides do Brasil (Loureiro et al., 2005), e também de isolados obtidos das
cigarrinhas M. posticata e M. fimbriolata (Macedo et al., 2006). Esses ultimos autores
realizaram uma mudanca no método do bioensaio, utilizando as raizes de mudas de cana-
de-acUcar como substrato para as ninfas, causando uma diminuicdo da mortalidade na
testemunha que foi inferior a 20% no quinto dia apés a inoculacdo do fungo. Loureiro et al.
(2005) utilizaram folhas de cana-de-agUucar como alimento para as ninfas, obtendo
mortalidade de até 90% na testemunha no sexto dia. Alguns trabalhos foram realizados
com aplicacdes de M. anisopliae em condi¢bes de campo contra M. fimbriolata, sendo
observada uma reducdo ao nivel populacional deste inseto (Batista Filho et al., 2003;
Dinardo-Miranda et al., 2004; Loureiro, 2004). Enguanto Almeida et al. (2003) ndo
verificaram diferencas entre area tratada com M. anisopliae e a testemunha, devido ao
baixo nivel populacional de cigarrinhas na area experimental.

Os trabalhos relatados demonstram que a suscetibilidade dos insetos aos fungos
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entomopatogénicos é bastante variavel, inclusive quando sdo analisadas as diferentes fases
de desenvolvimento e que M. anisopliae € muito eficiente no controle de vérias espécies de
insetos da ordem Hemiptera. Esses estudos permitem que seja realizada a sele¢do dos
fungos mais eficientes no controle de uma determinada praga constituindo a primeira etapa
a ser adotada em programas de controle bioldgico. As etapas subsequentes estdo
relacionadas aos estudos de desenvolvimento de sistemas de producdo, formulacdo de
indculos e testes no campo. Portanto, a escolha deve recair sobre o isolado que seja
altamente patogénico para a praga-alvo e que apresente qualidade adequada para a
producdo massal.

2.5 Ecologia de Metarhizium anisopliae no solo

A espécie apresenta uma versatilidade metabolica e ecologica, visto que foi
observada sua capacidade de colonizar a rizosfera e aderir a superficie de raizes de plantas,
podendo exercer uma consideravel influéncia neste nicho ecolégico como repelindo e
matando insetos do solo (Hu & St. Leger, 2002). Bruck (2005) observou que conidios de
M. anisopliae apresentaram uma maior persisténcia na rizosfera de Picea abies Linnaeus
comparado ao solo. Por outro lado, St. Leger (2008) realizou um estudo piloto em parcelas
de pastagem e mostrou que M. anisopliae pode sobreviver anos no solo, mas com
flutuacGes ao nivel populacional. Porém, sdo necessarios estudos que comprovem que a
rizosfera das plantas geralmente ¢ um “refugio” (local onde 0 fungo pode sobreviver fora
do inseto hospedeiro) para M. anisopliae no solo. Meyling & Eilenberg (2007) sugerem
que a associacdo com as plantas seja importante no ciclo biolégico de M. anisopliae em
regibes temperadas. Possivelmente, este fungo tem mdltiplas funcdes na protecdo da
planta, como efeito antagdnico contra fungos fitopatogénicos como Fusarium oxysporum
Smith & Swingle, Botrytis cinerea Persoon ex Fries e Alternaria solani Sorauer (Chul et
al., 1996).

Alguns estudos buscam compreender 0os mecanismos moleculares envolvidos na
capacidade de M. anisopliae aderir ao inseto ou as raizes, neste sentido, duas adesinas
foram identificadas, MAD1 e MAD2. A adesina MADL esta envolvida na patogenicidade
contra insetos e MAD2 na adesdo em raizes de plantas (Wang & St. Leger, 2007a). Outro
estudo relativo a expressao génica demonstrou que M. anisopliae desenvolveu diferentes

adaptacGes para atuar como patdgeno (crescimento na cuticula e na hemofinfa do
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hospedeiro) e como saprobio na rizosfera (crescimento em exsudato de raiz de feijao)
(Wang C. et al., 2005). Assim, o paradigma estabelecido que M. anisopliae €
principalmente patdgeno de insetos € discutivel, sendo necessarios realizar estudos para
melhor compreensdo do seu papel ecoldgico no solo (St. Leger, 2008).

Alguns estudos investigaram a persisténcia de M. anisopliae no solo sob condigdes
controladas (Lanza et al., 2004; Guerra et al., 2009). A maior sobrevivéncia do fungo
ocorreu em solo de textura areno-argilosa e em solos com grau de compactacao
caracterizado por valores médios de densidade (Lanza et al., 2004). Em outro trabalho foi
verificado que M. anisopliae apresentou maior nimero medio de col6nias recuperadas aos
30 dias e persistiu viavel no solo esterilizado durante os 120 dias do experimento (Guerra
et al., 2009). Por outro lado, foi observado que M. anisopliae permaneceu viavel no solo
durante 216 dias apds sua aplicacdo no campo (Martins et al., 2004).

A introducdo de micro-organismos exdgenos em ecossistemas naturais e em
agroecossistemas pode afetar a comunidade microbiana do solo e, consequentemente, 0s
diversos processos ecoldgicos deste ambiente. A técnica de eletroforese em gel de
gradiente desnaturante (DGGE — Denaturing Gradient Gel Electrophoresis) € bastante
utilizada nos estudos de ecologia microbiana. Esta técnica é usada para separar fragmentos
de DNA de mesmo tamanho mas com sequéncia de bases nucleotidicas diferentes.
Inicialmente ¢ feita a amplificacdo do DNA através de PCR e um dos iniciadores apresenta
uma regido rica em G+C (grampo G-C) que visa impedir a total desnaturacéo da dupla fita
de DNA durante a eletroforese. Os fragmentos obtidos por PCR séo separados, de acordo
com a sua composicao nucleotidica, por meio de eletroforese em gel de poliacrilamida,
contendo gradiente desnaturante (uréia e formamida) que rompe as pontes de hidrogénio
entre os nucleotideos (Figura 4). A sequéncia de nucleotideos determina 0 momento em
que o DNA, inicialmente em fita dupla, passara a adquirir uma estrutura de fita simples, e
as duas fitas simples sdo mantidas ligadas pelo grampo (Xavier et al., 2004).

Produtos a base de micro-organismos que controlam patdgenos e pragas e que
favorecem o desenvolvimento de plantas cultivaveis (inoculantes) sdo tecnologias
utilizadas em varios paises incluindo o Brasil, com respostas positivas quanto ao fins para
0s quais sdo empregados. No entanto, existe pouca informacéo sobre o efeito da aplicacdo
dessas espécies na comunidade microbiana do solo e da rizosfera. A analise do perfil dos
fragmentos de DGGE revelou que plantas do milho (Zea mays Linnaeus) inoculadas com

Azospirillum brasiliense Tarrand, Krieg & DObereiner ndo apresentaram alteracdo no perfil
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da comunidade bacteriana, e que a idade da planta apresentou maior influéncia na estrutura
da comunidade de rizobactérias (Herschkovitz et al., 2005a; b). Sementes de soja [Glycine
max (Linnaeus) Merrial] inoculadas com Bacillus amyloliquefaciens (Fukumoto) Priest
Goodfellow Shute & Berkeley BNM122, um potencial agente de biocontrole de
Rhizoctonia solani Kihn, também ndo apresentaram mudancas na comunidade bacteriana
de amostras de solo rizosférico (Correa et al., 2009). Entretando, a pulverizacdo de
Bacillus thuringiensis Berliner (Bt) em pimenta (Capsicum annuum Linnaeus) pode ter
causado a mudanca da estrutura da comunidade bacteriana na filosfera dessa planta (Zhang
et al., 2008).
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Figura 4 — Esquema de mobilidade eletroforética do DNA em um gel com gradiente desnaturante,
tipo DGGE, ao longo de intervalos de tempo (T1, T2 e T3). Fonte: Xavier et al. (2004).

O efeito da introducéo de fungos entomopatogénicos na comunidade microbiana do
solo é um aspecto ecoldgico ainda pouco estudado. Um recente estudo utilizou a técnica de
analise do espaco ribossomal interno (RISA — Ribosomal Internal Spacer Analysis) a fim
de verificar o efeito de B. brongniartii na estrutura da comunidade fungica do solo em
microcosmos. Foi observado que a presenca do fungo no solo sem o inseto causou pouco e
transitorio efeito na comunidade fangica deste solo, diferindo do observado para o
inseticida Carbofuran, cujo efeito aumentou significativamente no final do experimento
(Schwarzenbach et al., 2009). Com excecdo deste ultimo trabalho, os demais foram
realizados visando verificar o efeito do indculo de fungos micorrizicos e solubilizadores de

fosfato na estrutura da comunidade microbiana da rizosfera de plantas de importancia
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economica (Marschner et al., 2001; Wamberg et al., 2003; Roesti et al., 2006; Wang et al.,
2007). A presenca do fungo micorrizico arbuscular Glomus intraradices Schenck & Smith
pode ter alterado a comunidade bacteriana na rizosfera de ervilha (Pisum sativum
Linnaeus) limitando o crescimento de algumas bactérias apds inoculagdo do fungo
(Wamberg et al., 2003). Resultados semelhantes foram observados em plantas do milho (Z.
mays) inoculadas com Glomus mosseae (Nicolson & Gerd.) Gerdemann & Trappe e G.
intraradices (Marschner et al., 2001) e em Acacia auriculiformis A. Cunn ex Benth.
inoculadas com a ectomicorriza Pisolithus albus (Cooke & Massee) Priest (Assigbetse et
al., 2005). Em contrapartida foi observado um aumento da comunidade bacteriana apos a
inoculacdo de fungos solubilizadores de fosfato como Aspergillus niger Van Thieghem e
Penicillium oxalicum Currie & Thom em plantas de milho e soja, sendo verificada uma
maior diversidade na rizosfera da soja (Wang et al., 2007).

Os trabalhos demonstraram que a estrutura da comunidade microbiana do solo e da
rizosfera pode, em alguns casos, ser influenciada pela introducdo dos micro-organismos
exogenos, reduzindo ou aumentando a diversidade de micro-organismos. A persisténcia
dos fungos entomopatogénicos no solo e possiveis efeitos de sua aplicacdo na diversidade
estrutural e funcional das comunidades microbianas do solo e da rizosfera sdo alguns dos
aspectos ecoldgicos cujo conhecimento é essencial, visto que 0S micro-organismos Sao
uma importante fracdo da biota do solo tanto pela diversidade de espécies quanto pela

multiplicidade de atividades metabdlicas desempenhadas.
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3. POLIMORFISMO INTRAESPECIFICO DE Metarhizium anisopliae var. anisopliae
BASEADO NOS MARCADORES MOLECULARES ITS-RFLP, ISSR E ISSP*

Resumo. Com o objetivo de se caracterizar isolados de M. anisopliae var. anisopliae
(Metschnikoff) Sorokin, utilizando as técnicas moleculares ITS-RFLP, ISSR e ISSP, foram
analisados 37 isolados, a maioria obtida de Mahanarva fimbriolata Stal de uma mesma
regido geografica. A técnica ITS-RFLP ndo diferenciou os isolados de M. anisopliae var.
anisopliae, enquanto os iniciadores de ISSR e ISSP evidenciaram trés grupos distintos. A
variabilidade entre estes grupos foi de 96,27% para (GTG)s e 100% para 0S outros
iniciadores. Os iniciadores de ISSR e de ISSP diferenciaram isolados de M. anisopliae var.
anisopliae, confirmando que existe variabilidade genética entre isolados de mesma origem

geogréafica e mesmo hospedeiro.

Palavras-chave: Metarhizium anisopliae, Mahanarva fimbriolata, ITS-RFLP, ISSR,
ISSP.

Introducéo

O fungo entomopatogénico Metarhizium anisopliae (Metschnikoff) Sorokin é
utilizado para controlar diversas pragas, destacando seu emprego contra a cigarrinha da
raiz da cana-de-acucar, Mahanarva fimbriolata Stal (Hemiptera: Cercopidae), que causa
sérios danos a esta cultura nas regibes Sudeste, Centro-oeste e Nordeste do Brasil
(Dinardo-Miranda et al., 2006). Segundo Peixoto et al. (2009), para cada ninfa por metro
linear ocorre perda relativa de 2,3% toneladas de cana por hectare.

A variabilidade genética dos fungos entomopatogénicos pode ser considerada uma
das principais vantagens no controle microbiano de insetos (Alves, 1998a) e pode ser
detectada por meio de marcadores moleculares. Estes poderdo detectar diferencas no DNA
que irdo auxiliar na compreensdo da diversidade genética e da estrutura das populacdes de
fungos (Ferreira & Grattapaglia, 1998). Marcadores moleculares baseados na técnica da
reacdo em cadeia da polimerase (PCR — Polymerase Chain Reaction) como espacador
interno transcrito-polimorfismo do tamanho de fragmentos de restricdo (ITS-RFLP —

Internal Transcribed Spacer-Restriction Fragment Length Polymorphism), sequéncias

! Trabalho aceito para publicagdo: Tiago, P.V., Carneiro-Ledo, M.P., Luna-Alves Lima, M., Oliveira, N.T.,
Luna-Alves Lima, E.A. 2010. Intraspecific polymorphism in Metarhizium anisopliae var. anisopliae based
on molecular markers ITS-RFLP, ISSR and Intron. Genetics and Molecular Research, no prelo.
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internas simples repetidas (ISSR — Inter Simple Sequence Repeats) e ISSP — Intron Splice
Site Primer sdo usados para a caracterizacdo inter e intraespecifica de Metarhizium e
Beauveria (Méarquez et al., 2006; Estrada et al., 2007; Velasquez et al., 2007).

ITS-RFLP permite diferenciar espécies e isolados de Metarhizium com base na
presenca ou auséncia de sitios de restricdo no rDNA (Pipe et al., 1995). Esta técnica,
devido ao polimorfismo observado, foi utilizada para o desenho de iniciadores especificos
para M. anisopliae var. anisopliae (Destéfano et al., 2004) e M. anisopliae var. acridum
Driver & Milner (Entz et al., 2005). A técnica ISSR foi utilizada para estudar a
variabilidade genética de duas variedades de M. anisopliae de diferentes localidades
(Lima, 2005) e de Beauveria bassiana (Balsamo) Vuillemin na China (Wang S. et al.,
2005), na Asia (Aquino de Muro et al., 2005) e no Japo (Takatsuka, 2007). Os introns do
grupo |, encontrados nos genes do rDNA de eucariotos, possuem distribuicdo geralmente
irregular, presentes em alguns isolados e em outros ausentes, podem ser uma fonte para
deteccdo de variabilidade genética (Mavridou et al., 2000). Marcadores como DNA
amplificado ao acaso (RAPD — Random Amplified Polymorphic DNA), sequéncias simples
repetidas (SSR — Simple Sequence Repeats) e polimorfismo do tamanho de fragmentos
amplificados (AFLP — Amplified Fragment Length Polymorphism) também foram
utilizados para estudos de variabilidade genética de isolados de M. anisopliae de diferentes
hospedeiros e origem geografica (Velasquez et al., 2007; Inglis et al., 2008; Freed et al.,
2010).

O objetivo do trabalho foi caracterizar isolados de M. anisopliae var. anisopliae
utilizando ITS-RFLP, ISSR e ISSP, para fins de analise do polimorfismo entre isolados de
uma mesma espeécie e avaliar os marcadores moleculares que fornecam DNA fingerprints
destes isolados que possam auxiliar na sua deteccdo em trabalhos de laboratorio e de

campo.

Material e Métodos

Isolados de Metarhizium anisopliae var. anisopliae e extracdo do DNA

Foram estudados 37 isolados de M. anisopliae var. anisopliae a maioria obtida da
cigarrinha-da-raiz da cana-de-acucar M. fimbriolata, com excecdo dos isolados URM6106
e URMG6112 que foram obtidos de amostras de solo, no municipio de Tangara da Serra,
Sudoeste de Mato Grosso, Brasil. O isolado URM6098 foi obtido de M. fimbriolata, no
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municipio de Aripuand, Norte de Mato Grosso. Estes isolados foram depositados na
Micoteca - URM, do Departamento de Micologia da Universidade Federal de Pernambuco,
Recife, PE, Brasil. Foi utilizado como grupo externo o isolado de M. anisopliae var.
acridum URM4412.

Os fungos foram cultivados em Meio Minimo Liquido (Pontecorvo et al., 1953) e
mantidos sob agitacdo de 35 rpm a 28°C por 120 horas. Em seguida, o micélio foi coletado
por filtragdo a vacuo e lavado com &gua destilada esterilizada. Foi determinado o peso
umido para a extracdo do DNA e estocado a -20°C. O DNA foi extraido pelo método de
Kuramae-Isioka (1997).

Amplificacdo da Regido ITS do rDNA

As reacdes de amplificacdo foram realizadas em um volume final de 25 pL
contendo tampéo de reacdo (Tris-HCI 20 mM pH 8,4; KCI 50 mM), MgCl; 1,5 mM, dNTP
0,2 mM (Invitrogen, Carlsbad, California, USA), iniciadores ITS4 e ITS5 0,2 uM cada
(Bioneer, Daedeok-gu, Daejeon, South Korea), Taq DNA polimerase 0,04 U/uL
(Invitrogen, Carlsbad, California, USA) e 25 ng de DNA, as reacdes foram realizadas por
uma modificacdo do método de Lima (2005). A amplificagdo ocorreu com a seguinte
programacéo: desnaturacdo inicial a 95°C por 4 minutos (1 ciclo), 92°C por 1 minuto, 55°C
por 1 minuto, 72°C por 2 minutos (40 ciclos) e extensdo final a 72°C por 5 minutos (1
ciclo). Os produtos da amplificacdo do locus ITS1 — 5.8S — ITS2 do rDNA foram
separados por eletroforese em gel de agarose (1%), a 3 V/cm em tampédo de corrida 1X
TBE (pH 8,0) e utilizando um marcador de peso molecular 100 pb (Invitrogen, Carlsbad,
California, USA). O gel contendo brometo de etidio foi visualizado em transluminador

ultravioleta e fotografado em maquina digital.

ITS-RFLP —locus ITS1 - 5.8S - ITS2 do rDNA

A digestdo enzimatica foi realizada pela mistura de 4 pL do produto de PCR das
regibes ITS do rDNA com 16 pL do mix de restricdo contendo 0,1 U das enzimas de
restricdo: Dra I, Pst I, Msp I, Alu I, EcoR I, Hae Ill, Hinf | e Bsh 12361 (Fermentas,
Vilnius, Lithuania) em tamp&o de restri¢do especifico. Cada reacdo foi incubada a 37°C por

trés horas. Os fragmentos obtidos foram separados por eletroforese em gel de agarose
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(2%), sequindo os procedimentos descritos acima.

ISSR

As reagdes de amplificacdo foram realizadas em um volume final de 25 pL
contendo tampéo de reacgdo (Tris-HCI 20 mM pH 8,4; KCI 50 mM), MgCl; 1,5 mM, dNTP
0,25 mM (Invitrogen, Carlsbad, California, USA), iniciadores (GACA)se (GTG)s 0,25 uM
(Bioneer, Daedeok-gu, Daejeon, South Korea), Taq DNA polimerase 0,04 U/uL
(Invitrogen, Carlsbad, California, USA) e 25 ng de DNA, as reacdes foram realizadas por
uma modificacdo do método de Lima (2005). A amplificacdo ocorreu com a seguinte
programacéo: desnaturacao inicial a 93°C por 5 minutos (1 ciclo), 93°C por 20 segundos,
55°C por 45 segundos, 72°C por 1 minuto e 30 segundos (40 ciclos) e extensao final a 72°C
por 6 minutos (1 ciclo). Para o iniciador M13, as reagdes foram realizadas em um volume
final de 25 pL contendo tampé&o de reagédo (Tris-HCI 20 mM pH 8,4; KCI 50 mM), MgCl,
2,0 mM, dNTP 0,25 mM (Invitrogen, Carlsbad, California, USA), iniciador M13 0,5 pM
(Bioneer, Daedeok-gu, Daejeon, South Korea), Taq DNA polimerase 0,04 U/uL
(Invitrogen, Carlsbad, California, USA) e 25 ng de DNA, as reacdes foram realizadas por
uma modificacdo do método de Lima (2005). Foi utilizada a seguinte programacao:
desnaturacdo inicial a 94°C por 4 minutos (1 ciclo), 94°C por 1 minuto, 45°C por 1 minuto,
72°C por 1 minuto e 30 segundos (35 ciclos) e extensao final a 72°C por 5 minutos (1
ciclo). Os produtos da amplificacdo foram separados por eletroforese em gel de agarose
(1,5%), a 3 V/cm em tampdo de corrida 1X TBE (pH 8,0), e utilizando um marcador de
peso molecular 1 Kb (Invitrogen, Carlsbad, California, USA). O gel contendo brometo de
etidio foi visualizado em transluminador de ultravioleta e fotografado utilizando maquina

digital.

ISSP

As reacdes de amplificacdo foram realizadas em um volume final de 25 pL
contendo tampéo de reacdo (Tris-HCI 20 mM pH 8,4; KCI 50 mM), MgCl; 1,5 mM, dNTP
0,25 mM (Invitrogen, Carlsbad, California, USA), iniciador EI1 0,5 puM (Bioneer,
Daedeok-gu, Daejeon, South Korea), Tag DNA polimerase 0,04 U/uL (Invitrogen,

Carlsbad, California, USA) e 25 ng de DNA, as reacOes foram realizadas por uma
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modificacdo do método de Lima (2005). A amplificacdo ocorreu com a seguinte
programacéo: desnaturacdo inicial a 94°C por 3 minutos (1 ciclo), 94°C por 1 minuto,
44,5°C por 1 minuto, 74°C por 30 segundos (40 ciclos) e extensdo final a 74°C por 5
minutos (1 ciclo). Os produtos da amplificacdo foram separados por eletroforese em gel de

agarose (1,5%) conforme descrito para o0 marcador ISSR.

Analise dos dados moleculares

Os dados obtidos com marcadores moleculares foram analisados pelo programa
NTSYSpc 2.1 (Numerical Taxonomy System of Multivariate Programs) segundo Rohlf
(2000) e foram introduzidos na forma de variaveis binarias para construcdo de uma matriz
de similaridade, utilizando o coeficiente de Jaccard. A partir da constru¢do da matriz de
similaridade foi gerado um dendrograma pelo método de agrupamento UPGMA
(Unweighted Pair Group Method with Arithmetical Average), onde também foi calculada a
matriz cofenética. Para a andlise de variancia molecular (AMOVA) foi utilizado o

programa Arlequin 3.11 (Excoffier et al., 2005).

Resultados

O produto de amplificacdo do locus ITS1-5.8S-1TS2 do rDNA, utilizando os
iniciadores 1TS4 e ITS5, apresentou fragmento em torno de 600 pb para os isolados de M.
anisopliae var. anisopliae e de aproximadamente 700 pb para M. anisopliae var. acridum
URM4412.

O fragmento amplificado de ITS ndo apresentou sitio de restricdo para as enzimas
Dral, Pstl e Alul para todos os isolados de M. anisopliae var. anisopliae (Figura 1a; c). As
enzimas Mspl, EcoRlI, Haelll, Hinfl e Bsh12361 geraram fragmentos monomorficos, nao
diferenciando os isolados de M. anisopliae var. anisopliae (Figura 1b; d; e; f; g). Estas
enzimas geraram fragmentos de tamanhos diferentes: Mspl (370, 130 e 100 pb), EcoRl
(290, 310 pb), Haelll (450, 150 pb), Hinfl (280, 100 pb) e Bsh12361 (380, 120, 100 pb).
Fragmentos menores que 100 pb ndo foram visualizados no gel e ndo foram considerados.
O fragmento de ITS do isolado de M. anisopliae var. acridum URM 4412 ndo apresentou
sitio de restricdo para as enzimas Dral e Pstl, mas apresentou um perfil de restricdo que

diferiu dos isolados de M. anisopliae var. anisopliae quando se utilizou as enzimas Alul
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(450, 250 pb), EcoRlI (300 pb), Haelll (500, 150 pb), Hinfl (280, 200, 100 pb) e Bsh12361
(470, 130, 100 pb). O marcador ITS-RFLP apresentou 0 mesmo padrdo de fragmentos para
todos os isolados de M. anisopliae var. anisopliae e ndo é recomendado em estudos que
visem a diferenciacdo destes isolados de amostras obtidas em laboratério e campo.

M1 2 3 4 5 6 7 8 91011121314 1516 17 18 1920 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36 37 38

(a)

(b) 5

(d)

—— . ——— O ——— ————————

Figura 1 - Perfis de restricdo dos fragmentos de DNA da regido ITS do rDNA obtidos com as
enzimas Dral, Pstl (a); Mspl (b); Alul (c); EcoRI (d); Haelll (e); Hinfl (f); Bsh1236l
(9). Na pista M, marcador de peso molecular 100 pb; Nas pistas de 1 a 37 representam
isolados de Metarhizium anisopliae var. anisopliae. Na pista 38, Metarhizium
anisopliae var. acridum URM 4412,

Os dendrogramas gerados evidenciaram semelhancas de tamanho de fragmentos, ao
nivel de 100%, formando trés grupos distintos para os iniciadores de ISSR [(GACA)4
(GTG)se M13)] e ISSP (EI1) (Figuras 2; 3; 4; 5). Com o iniciador (GACA), verificou-se o
néo agrupamento dos isolados URM6098, URM6104, URM6106, URM6107, URM6109,
URMG6112, URM6131, URM6133 e URM6210 (Figura 2). Para o (GTG)s foi verificado o
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ndo agrupamento dos isolados URM6035, URM6104, URM6106, URM6108 e URM6112
(Figura 3) e para o EI1 apenas o isolado URMG6133 (Figura 5). Entre os isolados que néo se
agruparam, destacaram-se URM6104, URM6106 e URM6112 por apresentarem perfis de
fragmentos diferentes, utilizando dois dos quatro iniciadores testados, sendo que os dois
ultimos foram obtidos de amostras de solo. Os marcadores ISSR e ISSP evidenciaram
diferencas entre os isolados de M. anisopliae var. anisopliae, sendo estas maiores para o
iniciador (GACA), e menores para o iniciador M13 (Figura 4). Este Gltimo evidenciou
menor polimorfismo, uma vez que 84% dos isolados estudados se agruparam no grupo 1.
N&do foram observados grupos coincidentes entre os dendrogramas, porém os isolados
URM5948, URM5949, URM5951, URMb5952, URM6034, URM6100, URM®6102,
URM6103, URM6105, URM6113, URMG6114 ¢ URMG6128 mantiveram-se agrupados em
todos os dendrogramas.

A analise de variancia molecular indicou que a variabilidade foi maior entre os
grupos do que dentro dos mesmos (Tabela 1). Nos grupos gerados pelo dendrograma foi
observado que a variabilidade entre estes grupos, aparentemente iguais, foi de 96,27% para
(GTG)s e 100% para os outros iniciadores. Desconsiderando os agrupamentos formados e
comparando os isolados de M. anisopliae var. anisopliae e 0 grupo externo M. anisopliae
var. acridum foi observado que a variabilidade entre estes dois grupos, variou de 77,11% a
89,80% e a variabilidade dentro deles foi de 10,19% a 22,89%. Foram observados 15
produtos exclusivos de amplificacdo das duas variedades, sendo sete presentes somente em

M. anisopliae var. anisopliae e oito exclusivos de M. anisopliae var. acridum.
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Figura 2 - Dendrograma de similaridade genética de 37 isolados de Metarhizium anisopliae var.
anisopliae a partir dos produtos de amplificacdo do iniciador (GACA), URM4412:
Metarhizium anisopliae var. acridum. r = 96,10%. Grupo 1: URM6132, URM6115;
Grupo 2: URMG6035, URM6129, URM5947, URMG6110; Grupo 3: URMA5946,
URMS5948, URM6034, URM5952, URM5949, URM6096, URM5951, URMG6033,
URM6108, URM6105, URM6097, URM6114, URM6128, URM6103, URM5950,
URM6111, URM6099, URM6130, URM6100, URM6113, URM6101, URM6102.
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Figura 3 - Dendrograma de similaridade genética de 37 isolados de Metarhizium anisopliae var.
anisopliae a partir dos produtos de amplificacdo do iniciador (GTG)s. URM4412:
Metarhizium anisopliae var. acridum. r = 96,39%. Grupo 1: URM6129, URM6110,
URM5948, URM6115, URM6132, URM6131, URM6210, URM6034, URMG6097,
URM6098, URM6128, URM5952, URM5951, URM6096, URM6099, URM6107,
URM6100, URM6113, URM6101, URM6102, URM6103, URM6114, URM5949,
URMG6105; Grupo 2: URMS5946, URM5947, URM6130, URM6111, URM5950,
URMG6109; Grupo 3: URM6133, URM6033.
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Figura 4 - Dendrograma de similaridade genética de 37 isolados de Metarhizium anisopliae var.
anisopliae a partir dos produtos de amplificacdo do iniciador M13. URM4412:
Metarhizium anisopliae var. acridum. r = 98,80%. Grupo 1: URM6106, URM6112,
URM5946, URM6115, URM6132, URM6096, URM6210, URM6033, URM6108,
URM6107, URM6097, URM5951, URM6128, URM6109, URM5950, URMG6111,
URMG6099, URM6130, URM6100, URM6113, URM6101, URM6102, URM6103,
URM6114, URM6104, URM6105, URM5949, URM5952, URMG6034, URM5948,
URMG6131; Grupo 2: URMG6035, URMG6110, URM6133; Grupo 3: URM®6129,
URM5947, URMG6098.
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Figura 5 - Dendrograma de similaridade genética de 37 isolados de Metarhizium anisopliae var.
anisopliae a partir dos produtos de amplificagdo do iniciador EIl. URMA4412:
Metarhizium anisopliae var. acridum. r = 98,25%. Grupo 1: URM6106, URM5946,
URM5947, URM6115, URM6132, URM6096, URM6210, URM6101, URMG6097,
URM6098, URMG6109, URM6099, URM6130, URM5950; Grupo 2: URM6129,
URM6131; Grupo 3: URM6112, URM6035, URM6110, URM5948, URMG6107,
URMG6034, URM5951, URM6033, URM6108, URM6128, URM5952, URM5949,
URM6113, URM6102, URM6103, URM6105, URM6104, URM6100, URM6114,

URM6111.
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Tabela 1 — Analise de variancia molecular (AMOVA) dos marcadores ISSR e ISSP para 37
isolados de Metarhizium anisopliae var. anisopliae e 1 isolado de Metarhizium
anisopliae var. acridum. A porcentagem de variagdo entre os grupos (FST) e dentro
dos grupos (FSC) é apresentada, considerando tanto os marcadores em conjunto,
quanto em separados

Bootstrap FST

Iniciadores FST FSC Valor - P*
95% 99%

Iniciadores NG

Todos 2 0.8980 0.9165 0.8395 0.1604 0.0342
Todos 31 1.0000 1.0000 1.0000 0.0000 0.0000
GACA4* 2 0.8832 0.9149 0.7711 0.2288 0.0234
GACA4" 3 1.0000 0.0000 0.0000
GACA4™ 13 1.0000 1.0000 1.0000 0.0000 0.0000
GTG5* 2 0.9352 0.9586 0.8622 0.1377 0.0254
GTG5" 3 1.0000 1.0000 0.9627 0.0372 0.0000
GTG5“ 9 1.0000 1.0000 0.9719 0.0280 0.0000
ISSP® 2 0.9818 1.0000 0.8533 0.1466 0.0205
ISSP® 3 1.0000 0.0000 0.0000
ISSP® 5 1.0000 1.0000 1.0000 0.0000 0.0000
M13%* 2 1.0000 1.0000 0.8980 0.1019 0.0185
M13" 3 1.0000 0.0000 0.0000
M13°© 4 1.0000 1.0000 1.0000 0.0000 0.0000

a. considerando 2 grupos: isolados (M. anisopliae var. anisopliae) e outgroup (M. anisopliae var. acridum);
b. considerando somente os grupos com mais de 2 isolados formados pelo dendrograma: G1, G2 e G3;

c. considerando todos os grupos formados pelo dendrograma: G1, G2, G3, G4, ... Gn, outgroup.

d. *P<0,05; **P < 0,01

Discusséo

Entre os 37 isolados foi verificada uma variabilidade genética dependente do
marcador empregado. ITS-RFLP ndo diferenciou os isolados de M. anisopliae var.
anisopliae quando o locus ITS1 - 5.8S - ITS2 do rDNA foi digerido com as enzimas Dral,
Pstl, Mspl, Alul, EcoRI, Haelll, Hinfl e Bsh1236l. Velasquez et al. (2007) estudaram 39
isolados de M. anisopliae de diferentes regides do Chile e observaram 12 gendtipos ap6s a
digestdo da regido 1TS1 com as enzimas Hhal, Hinflll, Mspl, Tru9l, Alul, Haelll e Rsal e
nove genodtipos apds digestdo da regido ITS2 com as mesmas enzimas, exceto Rsal. O
marcador ITS-RFLP diferenciou alguns isolados, porém ndo houve associacdo entre a
diversidade observada e origem geografica destes isolados. Contudo, Pipe et al. (1995)
verificaram, a partir da digestdo do rDNA com BamHI, Hindlll, Pstl e Xhol, que os

isolados de M. anisopliae foram agrupados de acordo com a origem geogréafica, mas ndo
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houve correlagdo com o hospedeiro. ITS-RFLP também foi utilizada em estudos de
diferenciacdo intraespecifica de B. bassiana (Coates et al., 2002; Gaitan et al., 2002;
Aquino de Muro et al., 2005), Beauveria brongniartii (Saccardo) Petch (Wada et al., 2003)
e Entomophthora muscae (Cohn) Fresenius (Jensen et al., 2001). Isolados de B. bassiana,
obtidos de diferentes hospedeiros e regides geogréficas, apresentaram 0 mesmo padrdo de
fragmentos apos digestdo do locus ITS1 - 5.8S - ITS2 do rDNA com Haelll, Hpall, EcoRl,
Pstl, Alul e Mbol (Aquino de Muro et al., 2003). Em outros casos, isolados de B.
brongniartii (Neuvéglise et al. 1994) e de E. muscae (Jensen et al., 2001) obtidos de um
mesmo hospedeiro apresentaram o mesmo padrdo de fragmentos.

Os iniciadores (GACA), e (GTG)s detectaram maior polimorfismo entre os 37
isolados de M. anisopliae var. anisopliae, devido ao ndo agrupamento de alguns isolados
que apresentaram padrdo de fragmentos diferentes. Os trés grupos formados pelos
marcadores ISSR e ISSP foram considerados grupos distintos de acordo com a AMOVA,
uma vez que a variabilidade foi maior entre os grupos do que dentro dos grupos. Os
iniciadores de ISSR (GACA)., (GTG)s e M13 e de ISSP EI1 foram utilizados para estudo
de polimorfismo de 15 isolados de M. anisopliae var. anisopliae e M. anisopliae var.
acridum de diferentes areas e hospedeiros (Lima, 2005). Este autor observou que o
iniciador (GACA), foi mais sensivel em detectar variabilidade intraespecifica entre
isolados de M. anisopliae. Quatro isolados de M. anisopliae var. anisopliae obtidos da
cigarrinha Mahanarva posticata apresentaram 100% de similaridade para os iniciadores
(GTG)s e EIL. Nao houve correlacdo entre os grupos e hospedeiro ou origem geografica.
Marcadores SSR (Ma097, 099, 142, 145, 164, 165, 195, 210, 307, 325, 327 e 375) foram
utilizados para estudos de polimorfismo de isolados de M. anisopliae de amostras de solo
(80%) e de insetos (20%) de diferentes regides do Chile (Veldsquez et al., 2007) e de
amostras de solo (floresta e agricultura) de paises da Asia e Europa (Freed et al., 2010). Os
autores observaram a formacdo de trés grupos e uma pequena variacao entre as populacées
(18,5% e 19,35%) e ndo houve associacdo entre diversidade genética e local em que 0s
isolados foram coletados.

Marcadores ISSR detectaram alto polimorfismo para isolados de B. bassiana que
foram agrupados de acordo com a origem geografica, mas ndo houve uma correlacdo entre
estes isolados e seus hospedeiros (Aquino de Muro et al., 2005; Wang S. et al., 2005;
Estrada et al., 2007) e para isolados de E. muscae (Lihme et al., 2009) e de Pandora
neoaphidis (Remaudiére & Hennebert) Humber (Tymon & Pell, 2005). Wang S. et al.
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(2005) observaram que a similaridade genética variou de 0,651 a 0,972 para 36 isolados de
B. bassiana. Estrada et al. (2007) observaram que, num total de 11, sete apresentaram
fragmentos exclusivos e que o iniciador 873 de ISSR distinguiu todos os isolados. Os
estudos relacionados aos introns do grupo | buscam identificd-los e verificar o
polimorfismo entre isolados de M. anisopliae por meio da analise filogenética (Mavridou
et al., 2000; Mérquez et al., 2006). Esta técnica também foi utilizada em estudos de
polimorfismo de B. bassiana (Wang et al., 2003) e B. brongniartii (Neuvéglise et al., 1997)
COM Sucesso.

Estudos sobre a diversidade genética em fungos entomopatogénicos que visam
verificar a associacdo entre os isolados e o seu local de origem ou hospedeiro, ainda
mostram resultados ambiguos. De acordo com Rehner (2005), a associa¢do de um gendtipo
com um grupo de inseto poderia desenvolver-se numa escala geografica local. A
associagdo do gendtipo (nimero e tamanho de fragmentos) de M. anisopliae com a
cigarrinha M. fimbriolata, para os 37 isolados estudados neste trabalho, foi mais evidente
utilizando a técnica ITS-RFLP, uma vez que todos os isolados apresentaram 0 mesmo
padrdo de fragmentos. Para os demais marcadores (ISSR e ISSP) foi observada uma
diferenciacdo, indicando que existe variabilidade genética entre isolados da mesma origem
geogréafica e hospedeiro, que resultou provavelmente de mutacdes e ou recombinacao
parassexual. A variabilidade genética é uma caracteristica importante para o controle
biologico de M. fimbriolata, pois entre os isolados estudados alguns podem ser eficientes
no controle deste inseto.

Os resultados indicam que os marcadores ISSR e ISSP permitem a caracterizacao e
diferenciacéo dos isolados de M. anisopliae, principalmente para os iniciadores (GACA), e
(GTG)s que fornecem DNA fingerprints para alguns isolados. Estes marcadores podem ser
usados com sucesso para diferenciacdo de isolados de M. anisopliae em estudos que visem
sua deteccdo em laboratdério e campo, permitindo o monitoramento de isolados apds sua

aplicacdo no campo.
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4. PATOGENICIDADE DIFERENCIAL DE Metarhizium anisopliae var. anisopliae E
O CONTROLE DA CIGARRINHA-DA-RAIZ DA CANA-DE-ACUCAR Mahanarva

fimbriolata®

Resumo. Com o objetivo de se verificar a eficiéncia de isolados de Metarhizium anisopliae
var. anisopliae (Metschnikoff) Sorokin no controle da cigarrinha-da-raiz da cana-de-agucar
Mahanarva fimbriolata Stal (Hemiptera: Cercopidae), foram estudados nove isolados
obtidos de uma mesma regido geografica. As taxas de mortalidade acumulada confirmada
e mortalidade acumulada corrigida foram calculadas para cada isolado. Com base na curva
de mortalidade confirmada, os isolados URM5946, URM5951 e URMG6033 foram
considerados os melhores para serem utililizados em um programa de controle biolégico de

M. fimbriolata.

Palavras-chave: controle biologico, fungo entomopatogénico, Metarhizium anisopliae,

Mahanarva fimbriolata.

Introducéo

No Brasil, a monocultura da cana-de-acucar forma a base das industrias de
exportacdo de acucar e dos biocombustiveis (Alves et al., 2008a). A cigarrinha-da-raiz
Mahanarva fimbriolata (Stal) (Hemiptera: Cercopidae) causa sérios danos econdmicos a
esta cultura em regiGes onde a colheita é mecanizada, principalmente na Regido Sudeste e
em alguns estados do Centro-oeste e do Nordeste (Dinardo-Miranda et al., 2006), e deste
modo encontrar a melhor maneira de controlar este inseto € prioridade.

O controle biolégico da cigarrinha-da-raiz utilizando Metarhizium anisopliae
(Metschnikoff) Sorokin é uma alternativa ao uso de inseticidas quimicos. Os beneficios do
uso deste fungo também estdo relacionados ao seu efeito contra a broca Diatraea
saccharalis (Fabricius) e sua inocuidade para inimigos naturais das cigarrinhas, como a
vespa Salpingogaster nigra (Schiner) e a formiga predadora Pheidole genalis (Borgmeier)
(Mendonga & Mendonga, 2005).

Vérios trabalhos foram desenvolvidos, focalizando o isolamento e a sele¢do de

! Trabalho aceito para publicacdo: Tiago, P.V., Souza, H.M.L., Moysés, J.B, Oliveira, N.T., Luna-Alves
Lima, E.A. Differential pathogenicity of Metarhizium anisopliae var. anisopliae and the control of sugarcane
root spittlebug Mahanarva fimbriolata. Brazilian Archives of Biology and Technology, no prelo.
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fungos entomopatogénicos que poderdo ser eficientes controladores de insetos
considerados pragas (Entz et al., 2008; Anand et al., 2009). Por exemplo, a patogenicidade
de isolados de M. anisopliae, de diferentes hospedeiros e regides do Brasil, foi testada
contra a cigarrinha-da-raiz M. fimbriolata (Loureiro et al., 2005; Macedo et al., 2006). Em
funcdo da importancia atual desta praga na cultura da cana-de-acucar, a utilizagdo de
Metarhizium devera aumentar, sendo importante a sele¢do de isolados mais promissores no
controle desta praga. Por esta razéo, o nosso trabalho teve por objetivo selecionar isolados
de M. anisopliae var. anisopliae com alta patogenicidade para ninfas de M. fimbriolata.

Material e Métodos

Procedéncia dos isolados de Metarhizium anisopliae var. anisopliae

Os isolados de M. anisopliae var. anisopliae (URM5946, URM5947, URM5948,
URM5949, URM5950, URM5951, URM5952, URM6033 e URM6034) foram obtidos de
ninfas e adultos de M. fimbriolata, no municipio de Tangara da Serra, Mato Grosso, Brasil,
14°47°47’S — 57°49°07”W. Estes isolados foram depositados na Micoteca - URM, do

Departamento de Micologia da Universidade Federal de Pernambuco, Recife, PE, Brasil.

Coleta das ninfas de Mahanarva fimbriolata para realizacao dos bioensaios

As ninfas foram coletadas em canavial isento de pulverizagdes com produtos
fitossanitarios, no municipio de Tangard da Serra, Mato Grosso, Brasil. Estas foram
capturadas com o auxilio de pinca entomoldgica e colocadas em recipientes de vidro
contendo alguns pedacos de folhas de cana e transportadas em caixa de isopor ao

laboratorio.

Bioensaios para avaliacdo da potencialidade dos isolados de Metarhizium anisopliae

var. anisopliae X Mahanarva fimbriolata

Foram realizados trés bioensaios separadamente, cada um contendo um numero
diferente de isolados. Foi utilizado o delineamento experimental inteiramente casualizado

em esquema de parcelas subdivididas no tempo (1, 2, 3, 4, 5, 6 dias de sobrevivéncia), com
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nove isolados mais o controle, sendo os isolados dispostos nas parcelas e os dias de
avaliacdo nas subparcelas, com cinco repeticdes.

O bioensaio 1 incluiu os isolados URM5946, URM5952, URM6034, no bioensaio
2 0s isolados URM5947, URM5948, URM5949, URM5950 e no bioensaio 3 os isolados
URMb5951, URM6033.

Em cada caso foram avaliadas a mortalidade acumulada confirmada e a mortalidade
acumulada corrigida ap6s inoculacdo. A mortalidade confirmada corresponde a
porcentagem dos insetos nos quais a esporulacdo do patégeno foi confirmada e a
mortalidade corrigida € calculada pela formula de Abbott (1925), retirando os individuos
que morreram de causas naturais (controle) do calculo das proporc¢des de morte daqueles
que foram submetidos a concentrac6es especificas do fungo (mortalidade total).

Os isolados foram inoculados em Batata Dextrose Agar (BDA) contido em placas
de Petri e acondicionados em BOD a 26 + 1°C por 10 dias. Posteriormente, foram
preparadas as suspensdes de conidios em agua destilada esterilizada + Tween 80 (0,03%
v/v) na concentragdo de 1x10® conidios/mL e um tratamento controle que continha agua
destilada esterilizada + Tween 80 (0,03% v/v). As ninfas de cigarrinhas foram imersas nas
suspensdes de conidios por 10 segundos e, em seguida, foram transferidas para caixas
plasticas transparentes (34 cm x 22 cm x 12 ¢cm), contendo duas folhas de cana-de-agucar
(8 cm de comprimento) lavadas com agua destilada esterilizada, e mantidas a 26 + 1°C,
fotofase de 12 horas e Umidade Relativa (UR) de 70 + 10%. Para cada tratamento, foram
utilizadas cinco caixas plasticas, cada uma contendo 10 ninfas, totalizando 50 ninfas. A
mortalidade foi acompanhada diariamente até o sexto dia ap0s a imersdo e as ninfas mortas
foram colocadas individualmente em placas de Petri com um pedaco de algodao
umedecido, configurando uma cadmara umida, e foram novamente levadas a BOD para

verificar o crescimento micelial e conidiogénese nos cadaveres.
Anélise Estatistica

A andlise de covariancia (ANCOVA) foi utilizada para avaliar as diferencas de
mortalidade acumulada (confirmada e corrigida) ap6s a transformacdo dos dados em
ARCSEN V(x/100). A ANCOVA permite avaliar diferencas de inclinagdo (paralelismo) e
de nivel (coincidéncia) entre as curvas de regressao obtidas em cada bioensaio. No caso em

que ndo houve paralelismo (p < 0,05), os isolados foram testados 2 x 2 a fim de localizar as
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diferencas de inclinacdo e para os pares que apresentaram curvas paralelas (p > 0,05) foi
testada a diferenca entre as intersegdes no eixo Y. No caso em que houve paralelismo (p >
0,05) foi testada a diferenca de intersecdo Y e quando as diferencas foram significativas foi
utilizado o teste de Tukey para identificar estas diferengas de intersegdo (Zar, 2009).

Resultados

N&o houve paralelismo das retas de regressao obtidas para os isolados estudados no
bioensaio 01 (F.s4) = 13,239, p = 0,000010) (Figura 1a) e no bioensaio 02 (F:112) = 2,707,
p = 0,0487) (Figura 1b), indicando a existéncia de diferencas de mortalidade acumulada
confirmada entre os tratamentos testados. No bioensaio 01, os isolados URM5946 e URM
6034 causaram a maior taxa de mortalidade confirmada e ndo diferiram entre si, pois,
apresentaram retas de regressdo com inclinagdo semelhante (Fs6) = 1,194, p = 0,279,
burmsass = 0,1688, burmsoss = 0,1359), porém apresentaram diferencgas de intersec¢éo (F.s7)
= 11,300, p = 0,0014). As diferencas de inclinagédo das retas ocorreram entre os isolados
URM5946 e URM5952 (Fuss = 31,022, p = 0,000001) e os isolados URM6034 e
URM5952 (Fu:56 = 15,013, p = 0,0003), visto que o isolado URM5952 apresentou o
menor coeficiente de regressao (burm ses2 = 0,0381) (Figura 1a).

No bioensaio 02, o isolado URMb5948 causou maior mortalidade confirmada,
comparativamente ao isolado URMb5947, apresentando diferencgas entre os coeficientes de
regresséo (F:se) = 7,009, p = 0,010, burmsess = 0,1524, byrmsear = 0,0781). A mortalidade
registrada foi igual para os isolados URM5948, URM5949 e URMS5950, apresentando
retas de regressédo com inclinacdo semelhante (Fs4) = 0,90, p = 0,410, burmseas = 0,1264,
burmseso = 0,1157), ndo sendo observadas diferencas de intersecdo (Fss = 1,1856, p =
0,310) (Figura 1b).

Houve paralelismo das retas de regressao obtidas para os isolados estudados no
bioensaio 03 (F(:56) = 1,755, p = 0,190, byrmses1 = 0,1829, burmseoszz = 0,1368), indicando a
existéncia de um padrdo de mortalidade acumulada confirmada para os isolados URM5951
e URMG6033 (Figura 1c). Estes isolados atingiram 50% de mortalidade acumulada
confirmada no sexto dia, e assim como nao foram observadas diferencas entre 0s
coeficientes de regressao, também ndo foram observadas diferencas entre as intersecGes
das curvas (F:s7) = 0,516, p = 0,475).



Tiago, Patricia Vieira — Selecéo e Caracterizacdo de Metarhizium... 53

@ & = = = ITRN 5844
w50 L
® * " * — TR G054
T 40
£c — — URM 5932
E 3 a0
rE
b -
i% 20 4
£0 10 -
H
n]
.10 A
Tempo (diaz)
M
= URN 5242
5004 | ]
= = = UEREM 5249
g = = = UJRLJI 5950
b —  UERM 3947
: E
% 3
=
a0
Tempo (diaz)
() &0 -
= = = UREM 5951
50
40 - = URM a033

L
=)
1

—
[
' 1

Mortalidade Acumulada
Confirmada [3]
%]
o

—
=)
1

20 4

Tempo (diasz)

Figura 1 - Mortalidade acumulada confirmada (%) de ninfas de Mahanarva fimbriolata ao longo
de seis dias ap6s aplicacdo de isolados de Metarhizium anisopliae var. anisopliae. a)
Bioensaio 01: ---¢--- URMS5946; ] URMG6034; — —A— — URMS5952. b)
Bioensaio 02: —m—— URMS5948; --- A--- URMS5949; — —m— — URMS5950; —¢—
URM5947. c) Bioensaio 03: ---m--- URMS5951; ——— URMG6033. Dados originais;
para analise estatistica foram transformados em ARCSEN W (x/100).
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A resisténcia do inseto ao isolado URM5952 foi inicialmente menor, seguido dos
isolados URM5946 e URM6034, mas somente os dois Ultimos apresentaram uma boa
eficiéncia no controle das ninfas (Figura 1a). No bioensaio 02 foi observado inicialmente
que as ninfas mostraram maior suscetibilidade ao isolado URM5949 e menor ao isolado
URM5948, porém ambos atingiram eficiéncia final semelhante (Figura 1b). No bioensaio
03, apesar dos isolados URM5951 e URMG6033 apresentarem comportamento semelhante,
as ninfas tiveram, inicialmente, uma suscetibilidade maior ao isolado URM6033 (Figura
1c). No tratamento controle, as ninfas que morreram durante os dias de avaliagdo nédo
apresentaram esporulagdo, assim, a mortalidade acumulada confirmada foi zero nos trés
bioensaios.

A eficiéncia dos isolados estudados nos trés bioensaios também foi apresentada na
forma corrigida. N&o houve paralelismo das retas de regresséo (F:s4) = 5,163, p = 0,0077)
no bioensaio 01 (Figura 2a). A eficiéncia dos isolados foi maior na forma corrigida
comparada a confirmada, mas nos dois casos os isolados URM5946 e URMG6034 se
destacaram (Figuras 1a; 2a).

Houve paralelismo das retas de regressao obtidas para os isolados estudados no
bioensaio 02 (F:112) = 1,497, p = 0,210, burmsear = 0,2025, burmsess = 0,2141, burmseag =
0,2354, byrmseso = 0,1630) (Figura 2b) e no bioensaio 03 (Fus6 = 0,142, p = 0,708,
burmses: = 0,2613, burmsozs = 0,2321) (Figura 2¢), indicando a existéncia de um padréo de
mortalidade acumulada corrigida. No bioensaio 02, os isolados apresentaram retas de
regressdo com inclinacdo semelhante, mas foram observadas diferencas de intersecdo
(F@:a1s) = 7,775, p = 0,00009), sendo que o isolado URM5949 diferiu dos demais (Figura
2b). Os isolados ndo diferiram em termos de mortalidade acumulada corrigida neste
bioensaio. No bioensaio 03, a eficiéncia dos isolados foi maior na forma corrigida
comparada a confirmada, mas nos dois casos nao houve diferenca significativa entre os
isolados (Figuras 1c; 2c).

As curvas de mortalidade confirmada foram utilizadas como critério para a selecdo
dos isolados. Assim, os isolados URMb5946 (bioensaio 01), URM5951 e URMG6033
(bioensaio 03) apresentaram caracteristicas promissoras para serem utililizados em um
programa de controle biolégico de M. fimbriolata. Os fungos que causaram baixa
mortalidade confirmada e alta mortalidade corrigida ndo sdo recomendados para o controle

de ninfas de M. fimbriolata.
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Figura 2 - Mortalidade acumulada corrigida (%) de ninfas de Mahanarva fimbriolata ao longo de
seis dias apos aplicacdo de isolados de Metarhizium anisopliae var. anisopliae. a)
Bioensaio 01: ---¢--- URMS5946; ] URMG6034; — —A— — URMS5952. b)
Bioensaio 02: --- A --- URMS5949; —&—— URMS5947; =—m== URM5948; — —m— —
URM5950. c) Bioensaio 03: ---m--- URMS5951; ==é== URM6033. Dados originais;
para analise estatistica foram transformados em ARCSEN \ (x/100).
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Discussao

Os nove isolados de M. anisopliae var. anisopliae estudados apresentaram valores
baixos e médios de mortalidade apds seis dias (16-50%). A selecdo de fungos
entomopatogénicos se utiliza de isolados obtidos de diferentes hospedeiros e regides
geograficas (lhara et al., 2001; Samuels et al., 2002; Loureiro et al., 2005) porque acredita-
se que os isolados exdticos poderdo ser mais virulentos. Contudo, Loureiro et al. (2005)
observaram baixos valores de mortalidade confirmada quando compararam 27 isolados de
M. anisopliae obtidos de cigarrinhas de diferentes regides do Brasil e apenas dois isolados
apresentaram mortalidade de 80 - 88% no sexto dia.

Outros trabalhos envolvendo a patogenicidade de M. anisopliae, testada contra
varios insetos da ordem Hemiptera apresentaram resultados bastante heterogéneos. M.
anisopliae causou 87,1% de mortalidade confirmada contra Oncometopia facialis
(Signoret) (Hemiptera: Cicadellidae), vetor da clorose variegada dos citros (Pria Junior et
al., 2008). Com o percevejo Cyrtomenus bergi (Froeschner) (Hemiptera: Cydnidae) os
valores de mortalidade confirmada ndo excederam 55% (Jaramillo & Borgemeister, 2006).
Para a cochonilha-da-raiz Dysmicoccus texensis (Tinsley) (Hemiptera: Pseudococcidae), a
maioria dos isolados de M. anisopliae causou mortalidade confirmada entre 30% e 50%
(Andalé et al., 2004). Estes trabalhos utilizaram a analise de variancia (ANOVA) e o teste
de médias dos dados de mortalidade obtidos no ultimo dia de avaliacdo para determinar 0s
isolados mais eficientes.

A andlise de covariancia permitiu a escolha dos isolados de M. anisopliae var.
anisopliae mais virulentos ao se testar o paralelismo entre as curvas em funcdo do tempo.
Assim, os isolados mais virulentos URM5946, URM5951, URMG6033 foram aqueles que
causaram mortalidade, em menor tempo e com uma boa eficiéncia final.

Os dados de mortalidade confirmada, analisados ao longo do tempo, permitiram
verificar diferencas na suscetibilidade do inseto a cada isolado. Exceto para os isolados
URM5952 (bioensaio 01) e URM5947 (bioensaio 02), a suscetibilidade das ninfas estava
diretamente relacionada aos isolados que causaram a maior taxa de mortalidade
confirmada final. Este fato, geralmente, estd associado a viruléncia que reflete a
capacidade do patdgeno de bloquear a resisténcia natural do inseto, invadir e multiplicar-se
nos tecidos do hospedeiro (Thomas & Elkinton, 2004).

A mortalidade confirmada diferenciou os isolados de M. anisopliae var. anisopliae
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quanto a sua eficiéncia no controle de ninfas de M. fimbriolata nos bioensaios 01 e 02. A
variagdo nos valores de mortalidade confirmada, possivelmente, ocorreu devido a
variabilidade genética do patdgeno, a utilizagdo de uma populacao heterogénea de insetos e
a0 estresse que estes insetos sofreram ao serem retirados das condicbes de campo. E
possivel que alguns insetos ndo apresentaram a esporulacdo do entomopatégeno, em
funcdo de ndo terem sido mortos pela agdo do fungo, e que outros morreram antes mesmo
do fungo iniciar a infeccdo. Segundo Loureiro et al. (2005), em alguns casos pode ter
ocorrido uma septicemia generalizada causada por bactérias que interferiram no
crescimento vegetativo do fungo no interior dos insetos.

Os isolados que causaram maior taxa de mortalidade acumulada confirmada
apresentaram viruléncia moderada, que é uma caracteristica importante quando se pretende

utilizar os patdgenos, usando as estratégias de introducgéo inoculativa ou de incrementacao.
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5. PERSISTENCIA E EFEITO DE Metarhizium anisopliae var. anisopliae NA
ESTRUTURA DA COMUNIDADE FUNGICA DO SOLO!

Resumo. Com os objetivos de se verificar a persisténcia de Metarhizium anisopliae var.
anisopliae (Metschnikoff) Sorokin URM5951 no solo e o efeito da sua introdugdo na
estrutura da comunidade fangica, uma suspenséo de conidios foi pulverizada na superficie
do solo obtido no campo. O experimento foi realizado em vasos, cada um contendo 3 Kg
de solo, onde foi introduzida uma plantula de cana-de-aglcar (cultivar RB867515) e
mantidos em casa de vegetacdo. Aos 15, 30, 60 e 90 dias apds a aplicacdo do fungo,
amostras de solo foram coletadas para determinacdo das Unidades Formadoras de Coldnias
(UFC) e para a extracdo de DNA. O efeito sobre a estrutura da comunidade fangica foi
analisado pela técnica PCR-DGGE. Observou-se uma alta similaridade entre as amostras
de solo inoculadas com M. anisopliae var. anisopliae e as amostras controle em todos 0s
tempos estudados. O isolado URMb5951 apresentou uma persisténcia até 60 dias e
aparentemente ndo interferiu na comunidade fungica do solo nas condi¢des ensaiadas,
sendo estas caracteristicas desejaveis em processos de selecdo de fungos

entomopatogénicos.

Palavras-chave: fungo entomopatogénico, PCR-DGGE, gene 18S do rDNA.

Introducéo

Um namero expressivo de micoinseticidas e micoacaricidas é utilizado no mundo e
0s produtos mais comercializados sdo a base de Metarhizium anisopliae (Metschnikoff)
Sorokin, Beauveria bassiana (Balsamo) Vuillemin, Isaria fumosorosea Wize e Beauveria
brongniartii (Saccardo) Petch (Faria & Wraight, 2007). No Brasil, M. anisopliae é usado
em grande escala para controlar um complexo de cigarrinhas, incluindo Mahanarva
fimbriolata Stal e M. posticata Stal em cultivos de cana-de-aclcar e M. fimbriolata, Deois
flavopicta Stal e Notozulia entreriana Berg em pastagens (Alves, 1998b; Alves et al.,
2008a). Produtos a base desse fungo representam 55% dos produtos comercialmente

disponiveis ou em processo de registro, seguido por B. bassiana (30%), Lecanicillium spp.

! Trabalho a ser submetido para publicacio: Tiago, P.V., Carneiro-Ledo, M.P., Malosso, E., Oliveira, N.T.,
Luna-Alves Lima, E.A. Persistence and effect of Metarhizium anisopliae var. anisopliae on soil fungal
community structure. BioControl.
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(7,5%) e Sporothrix insectorum Hoog & Evans (7,5%) (Michereff Filho et al., 2009).

A introducdo de micro-organismos exdgenos em ambientes naturais e em
agroecossistemas pode afetar a comunidade microbiana do solo e, consequentemente, 0s
diversos processos ecoldgicos destes ambientes. A técnica de eletroforese em gel de
gradiente desnaturante (DGGE - Denaturing Gradient Gel Electrophoresis) é aplicada em
estudos com diversos enfoques da diversidade microbiana, como por exemplo o efeito de
pesticidas, residuos de petrdleo, diferentes manejos agricolas e variagdo da populacéo
microbiana em cultivos de plantas transgénicas e ndo transgénicas (Xavier et al., 2004).

O efeito da introdugéo de fungos entomopatogénicos na comunidade microbiana do
solo € um aspecto ecolégico ainda pouco estudado. Em um recente estudo, Schwarzenbach
et al. (2009) verificaram, por meio da técnica de analise do espago ribossomal interno
(RISA — Ribosomal Internal Spacer Analysis), que B. brongniartii causou um efeito
pequeno e transitorio na estrutura da comunidade fungica do solo em microcosmos. Os
demais estudos referentes a introducdo de micro-organismos em agroecossistemas estao
relacionados, principalmente, & introdugdo de bactérias promotoras do crescimento de
plantas, como Bacillus amyloliquefaciens (Fukumoto) Priest Goodfellow Shute & Berkeley
e Azospirillum brasilense Tarrand, Krieg & Ddbereiner e fungos micorrizicos, como
Glomus intraradices Schenck & Smith, G. mosseae (Nicolson & Gerd.) Gerdemann &
Trappe e Pisolithus albus (Cooke & Massee) Priest (Marschner et al., 2001; Wamberg et
al., 2003; Assigbetse et al., 2005; Herschkovitz et al., 2005a ; b; Correa et al., 2009). Estes
trabalhos demonstraram que a introducdo de micro-organismos exdgenos pode, em alguns
casos, modificar a estrutura da comunidade microbiana do solo e da rizosfera. Portanto, é
importante conhecer a relacdo entre os micro-organismos e 0 ambiente por meio do estudo
da diversidade estrutural das comunidades microbianas e como elas respondem aos varios
disturbios naturais ou antrépicos.

Os objetivos deste trabalho foram verificar a persisténcia de M. anisopliae var.
anisopliae URMb5951 no solo e o efeito da sua introducdo na estrutura da comunidade

fangica, por meio do perfil de bandas de PCR-DGGE.

Material e Métodos

Procedéncia do isolado de Metarhizium anisopliae var. anisopliae
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Foi utilizado M. anisopliae var. anisopliae URM5951, obtido de M. fimbriolata, no
municipio de Tangard da Serra-MT, Brasil. Este isolado foi depositado na Micoteca -
URM, do Departamento de Micologia da Universidade Federal de Pernambuco, Recife,
PE, Brasil. O isolado URM 5951 foi selecionado preliminarmente como potencial agente
de controle bioldgico de M. fimbriolata e por apresentar uma boa producao de conidios em
arroz, meio comumente utilizado para a producéo de M. anisopliae em escala comercial. O
isolado foi cultivado em saco plastico contendo arroz parboilizado esterilizado (100 g de
arroz/50 mL de &gua destilada) e incubado a 28°C por 10 dias.

Coleta do solo

O solo utilizado foi coletado em fevereiro de 2010, na profundidade de 0 a 20 cm,
em um cultivo de cana-de-actcar na Usina Cruangi, no municipio de Timbalba-PE,
7°33°20”S - 35°16°49,4”W. Apods secagem a 28°C * 4°C, o solo foi destorroado, peneirado
em malha de 3 mm e armazenado em saco plastico ate 0 momento de uso. A analise fisico-
quimica foi realizada nos Laboratérios de Fisica e Fertilidade do Solo do Instituto

Agrondmico de Pernambuco (IPA) (Tabela 1).

Tabela 1 - Anélise fisico-quimica do solo coletado na Usina Cruangi, Timbauba-PE

Composicdo granulométrica (%0) Classe P pH K Al Ca Mg
Areia Areia Silte Argila textural mg/dm®  (H,0) Cmolc/ dm’
grossa fina

45 23 17 15 FA* >40 6,5 0,33 0 2,5 1,55

*FA= Franco Arenoso

Avaliacdo da persisténcia de Metarhizium anisopliae var. anisopliae no solo

Foi utilizado o delineamento inteiramente casualizado em esquema de parcelas
subdivididas no tempo (15, 30, 60 e 90 dias ap0s aplicacdo do fungo), com um isolado
mais controle, sendo estes dois ultimos dispostos nas parcelas e os dias de avaliacdo nas
subparcelas, com sete repeticdes.

A avaliacdo da persisténcia de M. anisopliae var. anisopliae foi realizada em vasos,
cada um contendo 3 Kg de solo, onde foi introduzida uma plantula de cana-de-agucar

(cultivar RB867515) e mantidos em casa de vegetacdo. O solo de cada vaso recebeu dgua
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destilada esterilizada em quantidade suficiente para atingir 40% de capacidade de retencédo
de &gua, de acordo com o método descrito por Monteiro & Frighetto (2000). As amostras
de solo de cada vaso foram inoculadas em meio Batata Dextrose Agar (BDA) para
verificar a pré-existéncia de M. anisopliae var. anisopliae, sendo comprovada a auséncia
do mesmo. Apés 15 dias de introducdo das mudas de cana-de-aglcar nos vasos, uma
suspensdo de 15 x 10° conidios do isolado URM5951 foi pulverizada na superficie do solo
dos vasos correspondentes ao tratamento introducdo do fungo. Nos vasos correspondentes
ao controle, foi aplicada somente agua destilada esterilizada. Para a manutencdo da
umidade, os vasos foram pesados diariamente e, quando necessario, foi adicionada agua
destilada esterilizada.

Amostras de solo foram coletadas aos 15, 30, 60 e 90 dias apos a aplicacdo do
fungo. Em cada avaliacdo, uma amostra de 25 g de solo umido, composta de cinco
subamostras colhidas na profundidade de 0 a 10 cm de cada vaso, foi suspendida em 225
mL de 4gua destilada esterilizada. Foram realizadas diluicBes seriadas, das quais 10 (15 e
30 dias) e 10 (60 e 90 dias) aliquotas de 1mL foram inoculadas em BDA, acrescido de
Tetraciclina (250mg L™). As placas foram incubadas a 28°C + 2°C, durante cinco dias. Os
resultados foram expressos em Unidades Formadoras de Colonias de M. anisopliae var.

anisopliae - UFC/g solo.

Analise da estrutura da comunidade fungica do solo por PCR-DGGE

A analise da comunidade fungica das amostras de solo, coletadas aos 15, 30, 60 e
90 dias apos a aplicacdo de M. anisopliae var. anisopliae, foi realizada pela técnica de
separacdo de fragmentos do gene 18S do rDNA por DGGE. A extracdo do DNA foi
realizada segundo o método de Griffiths et al. (2000). O DNA foi precipitado em 0,1
volumes de acetato de sodio 3 M e 0,6 volumes de isopropanol em temperatura ambiente
por 30 minutos. Em seguida o DNA foi seco a 37°C e ressuspendido em agua ultrapura e
sua concentracdo foi estimada por eletroforese em gel de agarose 0,8%, a 3V/cm em
tampao de corrida Tris - &cido acético - EDTA (TAE) 1X, por comparagdo com 0
marcador de peso molecular DNA de fago lambda (Invitrogen Life Technologies).

As reacoes de amplificacdo da regido 18S do rDNA de fungos das amostras de solo
foram realizadas em um volume final de 30 pL contendo tampéo de reacdo (Tris-HCI 20
mM pH 8,4; NH4), MgCl, 2,0 mM, dNTP 0,20 mM, iniciadores FR1sc) € FF390 (Vainio
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& Hantula, 2000) 0,40 uM cada, Tag DNA polimerase 0,04 U/uL (Invitrogen Life
Technologies) e 25 ng de DNA. A amplificagdo ocorreu com a seguinte programagao:
desnaturacdo inicial a 94°C por 10 minutos (1 ciclo), 94°C por 1 minuto, 50°C por 45
segundos, 72°C por 2 minutos (30 ciclos) e extensdo final a 72°C por 10 minutos (1 ciclo).
O produto da amplificacdo (aproximadamente 400 pb) foi visualizado em gel de agarose
(0,8%).

A andlise por DGGE da regido amplificada foi realizada conforme Malosso et al.
(2006). Os produtos de PCR foram aplicados em gel vertical de poliacrilamida (6%) com
gradiente desnaturante de uréia/formamida de 30 — 50%, a corrida ocorreu a 220 V por 220
minutos e a 60°C. O gel foi corado com SYBR Green por 30 minutos e visualizado em
transluminador de ultravioleta e fotografado utilizando maquina digital.

Andlise Estatistica

Os dados de persisténcia do isolado URM5951 no solo foram submetidos a analise
de variancia (ANOVA) e as medias comparadas pelo Teste de Tukey a 5% de
probabilidade, ap6s a transformacdo dos dados em V(x + 0,5). Foi utilizado o programa
Assistat 7.5 beta (Silva & Azevedo, 2009).

A matriz binéria, baseada nos perfis dos fragmentos obtidos pela técnica DGGE, foi
gerada pelo programa Quantity One (Bio-Rad Laboratories). Estes dados foram analisados
pelo programa NTSYSpc 2.1 (Numerical Taxonomy System of Multivariate Programs)
segundo Rohlf (2000). As variaveis binarias foram utilizadas para a constru¢do de uma
matriz de similaridade, utilizando o coeficiente de Dice, e a partir desta matriz foi gerado
um dendrograma pelo método de agrupamento UPGMA (Unweighted Pair Group Method

with Arithmetical Average), onde também foi calculada a matriz cofenética.

Resultados e Discusséo

Metarhizium anisopliae var. anisopliae URM5951 apresentou uma redugdo no
nimero de UFC ao longo do tempo estudado, que variou de 19,49 a 0,23 x 10° UFC g*
solo (Tabela 2). Foram observadas diferencas entre as amostras de solo que receberam M.
anisopliae var. anisopliae e o controle aos 15, 30 e 60 dias ap0s a aplicagdo do mesmo. O

maior nimero de UFC foi observado aos 15 dias que diferiu dos demais tempos e ndo
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foram verificadas diferencas entre as UFC nos tempos 30 e 60 dias.

O declinio no nimero de coldnias de M. anisopliae em solo esterilizado foi
observado por Lanza et al. (2004) e Guerra et al. (2009) até 120 dias, sob condicGes
controladas de temperatura e umidade em laboratério. Correa & Azevedo (1986)
observaram que solos esterilizados proporcionaram uma maior sobrevivéncia dos conidios
de M. anisopliae que os solos n&o esterilizados.

Segundo Lanza et al. (2004), a sobrevivéncia do fungo foi influenciada pelo tipo e
densidade do solo e a maior sobrevivéncia ocorreu em solos de textura areno-argilosa e que
apresentaram valores médios de densidade. Neste trabalho, o solo que € do tipo franco
arenoso pode ter contribuido para a sobrevivéncia do fungo aos 60 dias apds a aplicacéo.
Observou-se um aumento da compactacdo do solo ao longo do tempo, devido a adicdo
diaria de agua, que pode ter contribuido para a reducdo das UFC aos 90 dias.

Em um estudo de campo visando o controle do percevejo-do-colmo Tibraca
limbativentris Stal em arroz irrigado, Martins et al. (2004) observaram Unidades
Formadoras de Col6nias no solo do arrozal ateé 216 dias ap0s a aplicacdo de M. anisopliae,
diferentemente dos resultados obtidos em trabalhos desenvolvidos em condi¢cbes
controladas. Estes autores tambem observaram que as formas de aplicacdo, conidios em
suspensdo e Vveiculados em grdos de arroz esterilizados, também influenciaram na
quantidade de UFC observadas, sendo maior em amostras de solos das parcelas tratadas
com grdo de arroz. Nesse sentido, sdo varios os fatores que podem influenciar na
sobrevivéncia de M. anisopliae no solo e devem ser observados quando da utilizacdo em

massa de fungos entomopatogénicos no controle bioldgico de insetos.

Tabela 2 - Persisténcia de Metarhizium anisopliae var. anisopliae URM5951 no solo ap6s 15, 30,
60 e 90 dias de aplicagdo

Isolado 15 dias 30 dias 60 dias 90 dias
UFC* x 10° g™ solo
URMb5951 19,49 aA 5,7aB 2,71aB 0,23 aC
Controle 0,00 bA 0,00 bA 0,00 bA 0,00 aA

* UFC: Unidade Formadora de Colbnias. Médias seguidas pela mesma letra, mindsculas na coluna e
maiusculas nas linhas, ndo diferem significativamente entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.
Dados originais; para analise estatistica foram transformados V(x +0,5).

Os dendrogramas gerados pelos perfis dos fragmentos obtidos pela técnica DGGE
revelaram dois grupos aos 15, 30, 60 e 90 dias (Figuras la; 2a; 3a; 4a). Os dois grupos
observados aos 15 dias apds aplicacdo de M. anisopliae var. anisopliae apresentaram 80%

de similaridade (Figura 1a). O grupo 1 apresentou dois subgrupos com 83% de
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similaridade, o primeiro incluiu todas as amostras de solo com M. anisopliae var.
anisopliae e 0 segundo subgrupo apresentou trés amostras de solo controle (C1, C2. C3).
As demais amostras do controle (C4, C5, C6 e C7) foram agrupadas no grupo 2.
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Figura 1- Estrutura da comunidade fangica com base nos perfis de fragmentos do rDNA 18S de
amostras de solo apds 15 dias de aplicacdo de Metarhizium anisopliae var. anisopliae
URMb5951. a — dendrograma de similaridade genética obtido pela anélise de DGGE, r
=99,28%; b — Perfil eletroforético de DGGE. Na pista M, marcador de peso molecular
1 Kb; Nas pistas MET1, MET2, MET3, MET4, MET5, MET6, MET7 = réplicas das
amostras de solo com M. anisopliae var. anisopliae; MET = DNA de M. anisopliae
var. anisopliae URM5951; C1, C2, C3, C4, C5, C6, C7 = amostras de solo do controle;
B = branco.

Os dois grupos observados aos 30 dias apos aplicacdo de M. anisopliae var.
anisopliae apresentaram 75% de similaridade (Figura 2a). O grupo 1 apresentou quatro
amostras de solo inoculadas com o fungo (MET1, MET2, MET4, MET5). O grupo 2
apresentou dois subgrupos com aproximadamente 82% de similaridade, o primeiro incluiu
amostras de solo inoculadas (MET3, MET6 e MET7) e amostras de solo controle (C1, C2,
C6, C7) e o segundo subgrupo incluiu as demais amostras de solo controle (C3, C4 e C5).

Os grupos formados aos 60 e 90 dias apds aplicacdo de M. anisopliae var.
anisopliae apresentaram 90% e 82% de similaridade, respectivamente (Figuras 3a; 4a).
Aos 60 dias, o grupo 1 apresentou dois subgrupos com aproximadamente 95% de

similaridade, o primeiro incluiu as amostras MET1, MET2 e MET3 e 0 segundo subgrupo
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incluiu as demais amostras de solo com o fungo (MET4, MET5, MET6 e MET7). O grupo
2 incluiu todas as amostras de solo controle com 100% de similaridade (Figura 3a). Aos 90
dias, todas as amostras dos grupos 1 (amostras de solo com M. anisopliae var. anisopliae)

e 2 (amostras de solo controle) apresentaram 100% de similaridade (Figura 4a).
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Figura 2 — Estrutura da comunidade fngica com base nos perfis de fragmentos do rDNA 18S de
amostras de solo ap6s 30 dias de aplicacdo de Metarhizium anisopliae var. anisopliae
URMb5951. a — dendrograma de similaridade genética obtido pela analise de DGGE, r
=97,89%; b — Perfil eletroforético de DGGE. Na pista M, marcador de peso molecular
1 Kb; Nas pistas MET1, MET2, MET3, MET4, MET5, MET6, MET7 = réplicas das
amostras de solo com M. anisopliae var. anisopliae; MET = DNA de M. anisopliae
var. anisopliae URM5951; C1, C2, C3, C4, C5, C6, C7 = amostras de solo do controle;
B = branco.

Foi verificada, portanto, uma alta similaridade entre as amostras de solo inoculadas
com M. anisopliae var. anisopliae e as amostras controle em todos os tempos estudados,
ocorrendo inclusive o agrupamento de algumas amostras inoculadas e controle nos dois
primeiros tempos estudados. Semelhantemente, Schwarzenbach et al. (2009) verificaram
por meio da técnica RISA que a introducdo do fungo entomopatogénico B. brongniartii
causou pouco e transitorio efeito na comunidade fungica do solo em microcosmos.
Observou-se também que o inseticida Carbofuran apresentou inicialmente pouco efeito na
comunidade, mas seu efeito aumentou significativamente no final do experimento. Estes

resultados, juntamente com os apresentados neste trabalho, reforcam a importéncia e
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seguranca da utilizacdo destes fungos entomopatogénicos como agentes de controle
bioldgico de insetos.

A introducdo de bactérias promotoras de crescimento de plantas, como B.
amyloliquefaciens e A. brasilense, tambem ndo apresentaram efeito sobre a estrutura da
comunidade bacteriana da rizosfera da soja [Glycine max (Linnaeus) Merrial] e do milho
(Zea mays Linnaeus), em vista da alta similaridade entre as amostras inoculadas e controle
(Herschkovitz et al., 2005a; b; Correa et al., 2009). Entretanto, a pulverizacdo da bactéria
entomopatogénica Bacillus thuringiensis Berliner (Bt) em pimenta (Capsicum annuum
Linnaeus) pode ter causado a mudanca da estrutura da comunidade bacteriana na filosfera
dessa planta (Zhang et al., 2008).
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Figura 3 — Estrutura da comunidade flngica com base nos perfis de fragmentos do rDNA 18S de
amostras de solo apos 60 dias de aplicacdo de Metarhizium anisopliae var. anisopliae
URMb5951. a — dendrograma de similaridade genética obtido pela analise de DGGE, r
= 99,20%; b — Perfil eletroforético de DGGE. Na pista B = branco; Na pista M =
marcador de peso molecular 1 Kb; Nas pistas MET1, MET2, MET3, MET4, METS5,
MET6, MET7 = réplicas das amostras de solo com M. anisopliae var. anisopliae; MET
= DNA de M. anisopliae var. anisopliae URM5951; C1, C2, C3, C4, C5, C6, C7 =
amostras de solo do controle.

Outro fato relevante foi que aos 15 e 30 dias ap6s a aplicacdo do fungo, observou-
se um maior nimero de fragmentos e variagdo entre as repeticbes de cada tratamento,

enquanto que nos dois Ultimos tempos estudados ocorreu uma diminui¢do no nimero de
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fragmentos e o perfil destes tornaram-se mais similares entre as réplicas de cada tratamento
(Figuras 1b; 2b; 3b; 4b). Este fato possivelmente ocorreu devido a compactacao do solo e
perda de nutrientes ao longo dos tempos estudados e estas condigdes podem ter favorecido
a predominéncia de fungos mais competitivos e dominantes. A diminuicdo do nimero de
fragmentos e maior similaridade do perfil destes fragmentos ao longo do tempo também
foram observadas em amostras de solo rizosférico de ervilha (Pisum sativum Linnaeus)
com e sem micorrizas (G. intraradices) (Wamberg et al., 2003). Diferindo do que foi
observado no presente trabalho, o in6culo de fungos micorrizicos (G. mosseae e G.
intraradices) e solubilizadores de fosfato (Aspergillus niger Van Thieghem e Penicillium
oxalicum Currie & Thom) pode ter alterado a comunidade bacteriana na rizosfera de
plantas como milho e soja, limitando ou aumentando o crescimento de algumas bactérias
(Marschner et al., 2001; Wang et al., 2007).
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Figura 4 — Estrutura da comunidade flngica com base nos perfis de fragmentos do rDNA 18S de
amostras de solo ap6s 90 dias de aplicacdo de Metarhizium anisopliae var. anisopliae
URMb5951. a — dendrograma de similaridade genética obtido pela analise de DGGE, r
=99,87%; b — Perfil eletroforético de DGGE. Na pista M, marcador de peso molecular
1 Kb; Nas pistas MET1, MET2, MET3, MET4, MET5, MET6, MET7 = réplicas das
amostras de solo com M. anisopliae var. anisopliae; MET = DNA de M. anisopliae
var. anisopliae URM5951; C1, C2, C3, C4, C5, C6, C7 = amostras de solo do controle;
B = branco.

A estrutura da comunidade fldngica do solo, avaliada por DGGE, ndo foi

influenciada pela presenca de M. anisopliae var. anisopliae URM5951 no solo, e pouca

M
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variagdo do padrdo de distribuicdo dos fragmentos entre os tratamentos é peculiar a este
tipo de amostra. Portanto, este isolado apresentou uma consideravel persisténcia nas
condi¢des de casa de vegetacdo e demonstrou ndo interferir na comunidade fangica do solo
em que foi introduzido, sendo estas caracteristicas importantes para o processo de selecdo
de fungos utilizados em controle biolégico de pragas.
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6. MORFOLOGIA E IDENTIFICACAO MOLECULAR DE ISOLADOS DO FUNGO
ENTOMOPATOGENICO Metarhizium anisopliae®

Resumo. O presente trabalho teve por objetivo caracterizar e analisar 0s aspectos
morfologicos de 37 isolados de Metarhizium anisopliae e identifica-los ao nivel de
variedade, utilizando iniciadores especificos. Para a analise das estruturas microscopicas
foi empregada a técnica de cultura sob laminula em BDA, as 48, 72, 96 e 120 horas de
crescimento. A caracterizacdo morfoldgica macroscopica foi baseada na forma e na
coloracdo da coldnia fangica apos crescimento em meio BDA. A amplificagdo com os
iniciadores ITSmet/ITS4 confirmou que os isolados sdo M. anisopliae var. anisopliae.
Todos os isolados estudados produziram apressorios em alguma fase de seu crescimento.
Os blastosporos foram observados com 24 e/ou 48 horas de crescimento, com exce¢do dos
isolados URM6098, URM6101, URM6104, URM6105 e URM6132 que produziram esta
estrutura com 96 horas, enquanto que para os isolados URM5946, URM5949, URM5950,
URMG6099, URM6106 e URMG6115 estas estruturas ndo foram observadas. Os isolados
URM5949, URMG6096, URM6131 e URMG6132 apresentaram conididéforos jovens em 48
horas e URM5950, URM6098, URMG6106 e URM6112 ndo apresentaram conidioéforos
jovens e ramificados em 120 horas. As col6nias apresentaram formas e coloracdo variadas.
As variagdes morfoldgicas comprovam a grande variabilidade genética intraespecifica e

servem de base para a diferenciacao dos isolados.

Palavras-chave: apressorios, blastosporos, conidiéforos, conidios.

Introducéo

O fungo entomopatogénico Metarhizium anisopliae (Metschnikoff) Sorokin é
utilizado para o controle de algumas pragas da agricultura, como as cigarrinhas da cana-de-
acucar (Mahanarva posticata Stal e M. fimbriolata Stal), as cigarrinhas das pastagens
(Deois flavopicta Stal e Zulia enteriana Berg.), 0s percevejos da soja (espécies dos géneros

Nezara e Peizodorus) e a broca da cana-de-acucar (Diatraea saccharalis Fabricius) (Alves

! Trabalho a ser submetido para publicagdo: Tiago, P.V., Oliveira, N.T., Luna-Alves Lima, E.A. Aspecto
morfoldgico e identificagdo molecular do fungo entomopatogénico Metarhizium anisopliae. Arquivos do
Instituto Bioldgico.
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et. al., 2008a). Sua patogenicidade também foi testada com resultados satisfatorios para
formigas (Atta sexdens sexdens Linnaeus) (Loreiro & Monteiro, 2005), térmitas
(Nasutitermes coxipoensis Holmgren, Reticulitermes speratus Kolbe) (Albuquerque et al.,
2005), gafanhotos (Melanoplus sanguinipes Fabricius, Rhammatocerus schistocercoides
Rehn, Schistocerca gregaria Forskal e Shistocerca pallens Thunberg) (Xavier-Santos et
al., 1999a; Magalhdes et al., 2000; Entz et al., 2008; Tounou et al., 2008), entre outros
insetos.

Varios estudos foram realizados, permitindo um conhecimento mais acurado sobre
M. anisopliae. Esses estudos estdo relacionados com as caracteristicas morfoldgicas
(microestruturas, forma e coloracdo da colbnia) (Jabor et al., 2003; Macedo, 2005),
bioquimicas (producdo de enzimas e toxinas) (Amiri-Besheli et al., 2000; Tiago et al.,
2002), genéticas (ciclo parassexual, fusdo de protoplasto, transformacdo genética)
(Valadares-Inglis & Azevedo, 1997; Kuklinsky-Sobral et al., 2004; Duarte et al., 2007) e
moleculares (polimorfismo, estudo de genes especificos, filogenia) (Driver et al., 2000;
Velasquez et al., 2007; Wang et al., 2008). A maioria desses trabalhos foi realizada
utilizando isolados de M. anisopliae obtidos de diferentes hospedeiros e regides
geogréficas e tendo como objetivo final a obtencdo de caracteristicas que serdo Uteis no
controle bioldgico de insetos.

A caracterizacdo morfolégica baseada na analise das microestruturas fungicas é
uma técnica que nao deve ser desprezada (Luna-Alves Lima, 1989; Feijé et al., 2007;
2009; Vieira et al., 2009) e fundamental para o processo de reconhecimento da espécie e
caracterizacdo de isolados. No primeiro caso, a descricdo das microestruturas podera
auxiliar no trabalho de identificacdo do fungo por pesquisadores e técnicos,
principalmente, aqueles envolvidos no processo de producdo massal de M. anisopliae,
visto que poderd ocorrer contaminagdo por outros organismos que visualmente sao
semelhantes a espécie citada. No segundo caso, a caracterizacdo de isolados possibilita
verificar as variacfes entre 0s mesmos e obter informacgdes peculiares para cada isolado.
Esses estudos deverdo ser auxiliados e confrontados com os estudos moleculares,
utilizando iniciadores especificos que sdo imprescindiveis para uma adequada taxonomia
ao nivel de espécie e variedade.

O presente trabalho teve por objetivo caracterizar e analisar aspectos morfolégicos
de 37 isolados de M. anisopliae e identifica-los ao nivel de variedade, utilizando

iniciadores especificos.
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Material e Métodos

Foram estudados 37 isolados de M. anisopliae obtidos de M. fimbriolata, com
excecdo dos isolados URM6106 e URM6112 que foram obtidos de amostras de solo no
municipio de Tangara da Serra, Sudoeste de Mato Grosso, Brasil. O isolado URM6098 foi
obtido de M. fimbriolata, no municipio de Aripuand, Norte de Mato Grosso. Estes isolados
foram depositados na Micoteca - URM, do Departamento de Micologia da Universidade
Federal de Pernambuco, Recife, PE, Brasil.

Para a caracterizagdo e andlise das estruturas microscopicas foi empregada a
técnica de cultura sob laminula, na qual por¢des do material fangico foram transferidas
para pontos equidistantes da placa de Petri contendo BDA e sobre cada porcdo foram
colocadas laminulas, previamente esterilizadas. As estruturas microscopicas dos isolados
foram analisadas as 48, 72, 96 e 120 horas de crescimento, as laminulas foram retiradas do
meio de cultura, colocadas invertidas sobre uma lamina, coradas com azul de Amann e
observadas ao microscopio optico. A caracterizacdo morfoldgica macroscopica foi baseada
na forma e na coloracdo da col6nia, para isso, uma porcao da cultura fungica foi transferida
para o centro de uma placa de Petri contendo BDA e incubada a temperatura de 28°C por
15 dias.

Para a realizacdo da identificacdo dos isolados ao nivel de variedade, estes foram
cultivados em Meio Minimo liquido e mantidos sob agitacdo de 35 rpm a 28°C por 120
horas. Em seguida, o micelio foi coletado por filtracdo a vacuo e lavado com agua
destilada esterilizada. Foi determinado o peso Umido para a extracdo do DNA e estocado a
20°C. O DNA foi extraido pelo método de Kuramae-Isioka (1997). A Reacdo em cadeia da
polimerase (PCR - Polimerase Chain Reaction) foi realizada utilizando os iniciadores
ITSMet/ITS4, segundo Destéfano et al. (2004). Foi utilizado como grupo externo o isolado

de Metarhizium anisopliae var. acridum URM4412.

Resultados e Discusséo

A sequéncia de formacdo das estruturas variou para cada isolado estudado, mas de
um modo geral, a partir da germinacdo dos conidios, foram observados: blastosporos,
apressorios, primérdio de conidi6foro, conidiéforo jovem, conidiéforo ramificado e

conidios cilindricos (Quadro 1) peculiares de M. anisopliae.
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Os isolados URM5952 e URM6133 apresentaram somente formagédo micelial as 48
horas de crescimento, diferindo dos demais que apresentaram outras microestruturas nessa
fase de crescimento. Excecdo foi verificada para o isolado URM6108, que ndo apresentou
formacéo micelial apds 48 horas da inoculagdo (Quadro 1).

Blastosporos foram observados as 48 e/ou as 72 horas de desenvolvimento, com
excegdo dos isolados URMG6098, URM6101, URMG6104, URM6105 e URMG6132 que
produziram estas estruturas apos 48, 72 e 96 horas. Ndo foi observada a formacdo de
blastosporos para os isolados URM5946, URM5949, URM5950, URM6099, URM6106 e
URMG6115. Essas estruturas foram observadas em varias espécies de fungos
entomopatogénicos e sdo produzidas em cultura submersa (Kleespies & Zimmermann,
1998; Jackson & Jaronski, 2009) e na hemolinfa do inseto hospedeiro (Alves, 1998b).
Estudos citologicos efetuados com Beauveria bassiana, em meios de cultura liquidos,
indicaram que os blastosporos se originam a partir da germinacdo de conidios, nas
primeiras 16 horas apds inoculacdo, ou da diferenciacdo hifal, em cultura de mais de 72
horas (Luna-Alves Lima & Tigano, 1989).
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Figura 1 - Apressorios de Metarhizium anisopliae. a) isolado URM6110 120h (47,7x); b) isolado
URM5946 48h (46x).

Todos os isolados produziram apressorio (Figura 1) durante seu desenvolvimento,
inclusive apo6s 120 horas. Essa estrutura foi verificada apds 72 horas para o isolado de M.
anisopliae var. anisopliae PL43 (Feijo et al., 2009) e ap6s 48 horas de crescimento para o
isolado de M. anisopliae var. acridum URM4412 (Vieira et al., 2009). O apressorio,
formado na extremidade da hifa, pode estar envolvido no mecanismo de patogenicidade do
fungo, tendo a funcdo de iniciar o processo de penetracdo da epicuticula e procuticula do
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tegumento do inseto (Alves, 1998b). Recentemente, foi relatada a participagdo de proteinas
(piripilinas) na diferenciacdo dos apressorios em M. anisopliae, uma vez que a desativagdo
do gene Mpll em algumas linhagens gerou deficiéncia no processo de infec¢do (Wang &
St. Leger, 2007b). Os apressorios ocorrem em Metarhizium, mas podem ndo se formar de
modo caracteristico em determinadas condicGes laboratoriais, visto que fatores nutricionais
e ambientais interferem na sua formacdo (Xavier-Santos et al., 1999b).

Os isolados apresentaram primdrdio de conidi6foro e conidi6foro simples a partir
das 48 e/ou 72 horas, com excecdo dos isolados URM5952, URM6105 e URM6110, que
apresentaram estas estruturas a partir das 96 horas (Figura 2). Os isolados URM5949,
URM®6096, URM6131 e URM6132 apresentaram conidiéforos jovens com 48 horas e os
isolados URM5947 e URMG6103 produziram conidiéforos ramificados a partir de 72 horas
de crescimento. Os demais isolados apresentaram conidi6foro jovem e/ou conidi6foro
ramificado as 96 e 120 horas (Figura 3), com excecao dos isolados URM5950, URM6098,
URMG6106 e URMG6112 que ndo apresentaram conidi6foros jovens e ramificados nas
condi¢des estudadas. Vieira et al. (2009) verificaram conidi6foros a partir de 48 horas para
M. anisopliae var. acridum, enquanto Feijo et al. (2009) verificaram a partir de 96 horas
para M. anisopliae var. anisopliae.

Figura 2 - Microestruturas de Metarhizium anisopliae. a) primérdio de conidio (seta), isolado
URMG6115 48h (47,7x); b) conididforo simples (seta), isolado URM6115 48h (47,7x);
c) conidioforo jovem, isolado URM6110 120h (46x).

Os conidios cilindricos foram observados principalmente a partir das 72 horas de
crescimento, com exce¢do dos isolados URM5947, URM5949 e URMG6096 que
apresentaram essas estruturas reprodutivas a partir das 48 horas. Os isolados URM5950,
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URMG6098 e URMG6106 ndo apresentaram conidios nas condi¢cfes estudadas. Vieira et al.
(2009) verificaram producao de conidios a partir de 48 horas.

Foi observado, portanto, que o desenvolvimento das microestruturas ocorreu em
tempos diferentes para cada isolado e, em alguns casos, microestruturas como 0S
blastosporos ndo foram observados. Dos 37 isolados, somente seis desenvolveram
estruturas reprodutivas com 48 horas, enquanto para a maioria foi observado o
desenvolvimento destas estruturas a partir das 96 horas.

Figura 3 - Conidi6foros ramificados e conidios cilindricos de isolados de Metarhizium anisopliae
com 120 h. a) isolado URMG6113 (46x); b) isolado URM®6112 (46x); c) isolado
URMS5947 (47,7x); d) isolado URMS5947 (44,7x).

Foi evidenciada uma alta diversidade morfologica referente a textura e coloragdo
das colénias que variou de amarelada a acinzentada ou verde oliva, e algumas coldnias
apresentaram crescimento micelial predominante (Figura 4). Caracteristicas semelhantes
foram observadas por Macedo (2005) quando estudou 20 isolados de M. anisopliae, apds
crescimento em Meio Completo (MC). A maioria dos isolados foi obtido das cigarrinhas,
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M. fimbriolata e M. posticata.

Figura 4 - Caracteristicas morfol6gicas macroscopicas de isolados de Metarhizium anisopliae em
meio BDA ap6s 15 dias de incubacdo, originados de Mahanarva fimbriolata, no
municipio de Tangara da Serra-MT. 01 — URM5946; 02 — URM5947; 03 — URM5948;
04 — URM5949; 05 — URM5950; 06 — URM5951; 07 — URM5952; 08 — URM6033; 09
— URMG6034; 10 — URM6035; 11 — URM6096; 12 - URM6097; 13 - URM6098; 14 —
URMG6100; 15 - URM6101; 16 — URM6102; 17 — URM6103; 18 — URM6104; 19 —
URMG6105; 20 — URM®6106; 21 - URM6107; 22 — URM6108; 23 — URM6109; 24 —
URMG6110; 25 - URM6111; 26 — URM6112; 27 — URM6113; 28 — URM6114; 29 —
URMG6128; 30 — URMG6129; 31 — URM6130; 32 — URM6131; 33 — URM6132; 34 —
URMG6133; 35 - URM6210.

A amplificacdo com os iniciadores ITSmet/ITS4 confirmou que os isolados sdo M.
anisopliae var. anisopliae, visto que ocorreu amplificacdo do DNA de todos os isolados
obtidos de M. fimbriolata, gerando um fragmento de aproximadamente 450 pb, com
excecdo de M. anisopliae var. acridum URM4412 (Figura 5). Segundo Destéfano et al.
(2004) esta técnica podera ser utilizada para a deteccdo de M. anisopliae var. anisopliae,
em estudos de laboratério e de campo.

A analise morfoldgica demonstrou a grande variabilidade intraespecifica e serviu de
base para a diferenciacdo dos isolados e a técnica molecular utilizada mostrou-se eficiente
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e permitiu uma répida identificacdo dos isolados.
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Figura 5 - Amplificagdo com o par de iniciadores ITSmet/ITS4, especificos para Metarhizium
anisopliae var. anisopliae. M: marcador de peso molecular 100 pb. 1 — 37: isolados
de M. anisopliae var. anisopliae; 38: M. anisopliae var. acridum URM 4412,

Quadro 1 - Microestruturas de isolados de Metarhizium anisopliae as 48, 72, 96 e 120 h de
crescimento em meio BDA

Isolados Tempo (h)
48 72 96 120
Apressorios, primordio Apressorios, Apressorios, Apressorios,
de conidiéforo conidioforos simples primordio de conidioforos
URM5946 conididforo, ramificados, conidios
conidiéforos cilindricos
simples
Apressorios, Conididforos simples, Apressorios, Apressorios,
blastosporos, primoérdio jovem e ramificado, conidioforos conidio6foros
URMb5947 de conididforo, conidios cilindricos ramificados, ramificados, conidios
conidio6foros simples, conidios cilindricos cilindricos
conidios cilindricos
Blastosporos Blastosporos, Apressorios Apressorios,
primérdio de conidio6foros
URM5948 conidiéforo, ramificados, conidios
conidio6foros simples, cilindricos
conidios cilindricos
Apressorios, primordio Apressorios, Apressorios, Apressorios,
de conididéforo, conidioforos simples, | conidiéforos jovem | conidi6foros jovem e
URM5949 conididforos simples e jovem e ramificados, e ramificados, ramificados, conidios
jovem, conidios conidios cilindricos conidios cilindricos cilindricos
cilindricos
Apressorios, primérdio | Apressorios, primordio Apressorios, Apressorios,
URM5950 de conididforo de conididforo primoérdio de primérdio de
conidioforo conidioforo
Blastosporos, primérdio | Apressorios, primordio Apressorios, Apressorios,
de conididéforo, de conididforo, primérdio de conidioforos simples,
conidioforos simples conidio6foros simples conidioforo, jovem e ramificados,
URMb5951 conidioforos conidios cilindricos
simples, jovem e
ramificados,
conidios cilindricos
Formagao micelial Blastosporos Apressorios, Apressorios,
primérdio de primérdio de
conidioforo, conidioforo,
URM5952 conididforos conidio6foros simples,
simples, conidios | jovem e ramificados,
cilindricos conidios cilindricos
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Apressorios,

Apressorios, primdrdio

Apressorios,

Apressorios,

URMG6033 blastosporos de conididforo, conidioforos jovem, conidio6foros
conididforos simples, | conidios cilindricos | ramificados, conidios
conidios cilindricos cilindricos
Apressorios, Blastosporos, Apressorios, Apressorios,
blastosporos primordio de primérdio de primérdio de
URM6034 conididforo, conididforo, conididforo,
conididforos simples conidiéforos conididforos simples
simples, conidios e jovem, conidios
cilindricos cilindricos
Blastosporos, primdrdio Blastosporos, Apressorios, Apressorios,
URMG6035 de conidiéforo conidio6foros simples primordio de Conidioforos jovem e
conidiéforo e ramificados, conidios
conididéforos jovem cilindricos
Blastosporos, primoérdio | Apressorios, primordio Apressorios, Coniditforos
de conididforo, de conididforo, primordio de simples, jovem e
conididforos simples e conidiéforos jovem e conididforo, ramificados, conidios
URMG6096 jovem, conidios ramificados, conidios conidioforos cilindricos
cilindricos cilindricos simples, jovem e
ramificados,
conidios cilindricos
Blastosporos, primoérdio | Apressorios, primordio Apressorios, Apressorios,
de conididforo de conididforo, primordio de conididforos simples
conididforos simples e conididforo, e ramificados,
URMG6097 jovem, conidios conidioforos conidios cilindricos
cilindricos simples, jovem e
ramificados,
conidios cilindricos
Apressorios, Blastosporos, Blastosporos, Apressorios,
URMG6098 blastosporos, primérdio | conididforos simples primordio de primoérdio de
de conididforo conidioforo conidioforo
Apressorios, primérdio Primérdio de Apressorios, Apressorios,
de conidiéforo, conididforo, primordio de primoérdio de
URMG6099 conidioforos simples conidioforos simples conidiéforo, conididforo,
conidiéforos conididforos simples,
simples e jovem, jovem e ramificados,
conidios cilindricos | conidios cilindricos
Blastosporos, primordio Blastosporos, Primérdio de Apressorios,
de conidiéforo, primordio de conidiéforo, primoérdio de
URM6100 conidioforos simples conidioforo, conidiéforos conididforo,
conididforos simples simples conididforos simples,
jovem e ramificados,
conidios cilindricos
Blastosporos Blastosporos, Apressorios, Apressorios,
primordio de blastosporos, primoérdio de
URM6101 conidioforo, primérdio de conidiéforo,
conididforos simples conidiéforo, conididforos simples,
conidiéforos jovem e ramificados,
simples conidios cilindricos
Apressorios, Apressorios, primordio Primordio de Primordio de
blastosporos de conididforo, conidioforo, conidioforo,
URMG6102 conididforos simples e conidioforos conidio6foros simples,
jovem simples e jovem jovem e ramificados,
conidios cilindricos
Blastosporos Apressorios, Apressorios, Apressorios,
URMG6103 conididforos simples, conididforos conidio6foros jovem e

jovem e ramificados,
conidios cilindricos

simples e jovem

ramificados, conidios
cilindricos

Continua...
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Blastosporos Apressorios, Apressorios, Primordio
blastosporos, primérdio blastosporos, de conididforo,
URMG6104 de conididforo primordio de conidio6foros simples,
conidioforo jovem e ramificados,
conidios cilindricos
Blastosporos Apressorios, Blastosporos, Apressorios,
URMG6105 blastosporos primordio de conidio6foros simples
conidioforo, e ramificados,
conididéforos jovem | conidios cilindricos
Apressdrios, primdrdio | Apressorios, primoérdio Apressorios, Apressorios,
URMG6106 de conidiéforo de conididforo primordio de primoérdio de
conidioforo conidioforo
Blastosporos Blastosporos, Primordio de Apressorios,
URMG6107 primérdio de conidioforo, conidioforos simples,
conidioforo conidioforos jovem e ramificados,
simples conidios cilindricos
Né&o foi observado Blastosporos, Apressorios, Apressorios,
formacdo micelial primordio de primordio de primérdio de
URMG6108 conidioforo, conidioforo, conidioforo,
conidiéforos simples conidiéforos conididforos simples
simples e jovem e jovem, conidios
cilindricos
Blastosporos Apressorios, primordio Apressorios, Apressorios,
de conididéforo, primordio de primérdio de
conididforos simples e conididforo, conididforo,
URMG6109 jovem conidioforos conidio6foros simples,
simples, jovem e jovem e ramificados,
ramificados, conidios cilindricos
conidios cilindricos
Blastosporos Blastosporos Apressorios, Apressorios,
primordio de conidiéforos jovem e
URMG6110 conidioforo, ramificados, conidios
conidioforos cilindricos
simples, conidios
cilindricos
Blastosporos, primordio Blastosporos, Primérdio de Apressorios,
de conidiéforo primordio de conidiéforo, primoérdio de
URMG6111 conidioforo conidioforos conidioforo,
simples e jovem, conididforos simples,
conidios cilindricos | jovem e ramificados,
conidios cilindricos
Apressorios, Apressorios, primoérdio Apressorios, Apressorios,
blastosporos de conididéforo, primoérdio de primoérdio de
URM6112 conidio6foros simples, conidioforo, conididforo,
conidios cilindricos conidiéforos conididforos simples,
simples, conidios conidios cilindricos
cilindricos
Blastosporos Primérdio de Primérdio de Apressorios,
conidioforo, conidioforo, primordio de
URMG6113 conididforos simples conidioforos conidioforo,
simples e jovem, conidio6foros simples
conidios cilindricos e ramificados,
conidios cilindricos
Blastosporos Apressorios, Apressorios, Apressorios,
blastosporos, primérdio primérdio de primordio de
URMG6114 de conididforo conidioforo, conidioforo,
conidioforos conidio6foros simples,
simples e jovem jovem e ramificados,
conidios cilindricos
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Apressorios, primoérdio
de conididforo,
URM®6115 conididforos simples

Apressorios, primdrdio
de conididforo,
conidioforos simples,
conidios cilindricos

Apressorios,
primérdio de
conidiéforo,
conidi6foros
simples e jovem,
conidios cilindricos

Apressorios,
conididforos simples
e ramificados,
conidios cilindricos

Apressorios,
blastosporos

Primérdio de
conidioforo,

Primérdio de
conidioforo,

Primérdio de
conidioforo,

URMG6128 conidioforos simples e conidioforos conidio6foros simples,
jovem simples, jovem e jovem e ramificados,
ramificados, conidios cilindricos
conidios cilindricos
Apressorios, Apressorios, Conididforos Apressorios,
URM6129 blastosporos conidioforos simples e simples, jovem e conidioforos simples,

jovem, conidios
cilindricos

ramificados,
conidios cilindricos

jovem e ramificados,
conidios cilindricos

Apressorios,
blastosporos, primérdio
URM6130 de conididforo,
conididforos simples

Blastosporos,
primordio de
conidioforo

Apressorios,
primordio de
conidioforo

Apressorios,
primordio de
conidioforo,
conidioforos simples,
jovem e ramificados,
conidios cilindricos

Blastosporos, primérdio
de conididforo,
URM6131 conidioforos simples e

jovem

Apressorios, primdrdio
de conidiéforo,
conidio6foros simples,
jovem e ramificados,
conidios cilindricos

Apressorios,
primordio de
conidiéforo,
conidiéforos
simples, jovem e
ramificados,
conidios cilindricos

Primérdio de
conididforo,
conidiéforos simples
e ramificados,
conidios cilindricos

Apressorios,
blastosporos, primérdio
de conididéforo,
URM6132 conidioforos simples e

jovem

Apressorios,
blastosporos,
conididforos simples,
jovem e ramificados,
conidios cilindricos

Apressorios,
blastosporos,
primordio de
conididforo,
conidiéforos
simples, jovem e
ramificados,
conidios cilindricos

Apressorios,
conididforos simples,
jovem e ramificados,

conidios cilindricos

Formagao micelial

Blastosporos,

Apressorios,

Apressorios,

primordio de primoérdio de primoérdio de
conidioforo, conidioforo, conidioforo,
URM6133 conidioforos simples conidioforos conididforos simples,
simples, jovem e jovem e ramificados,
ramificados, conidios cilindricos
conidios cilindricos
Apressorios, primoérdio Apressorios, Apressorios, Apressorios,
de conidiéforo, blastosporos, primérdio primoérdio de primoérdio de
conididforos simples de conidiéforo, conidiéforo, conididforo,
URM6210 conidioforos simples, conidioforos conidioforos simples
conidios cilindricos simples e e ramificados,
ramificados, conidios cilindricos

conidios cilindricos
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7. CONSIDERACOES GERAIS

- Existe alta variabilidade morfoldgica e baixa variabilidade genética entre isolados de M.

anisopliae var. anisopliae de mesma origem geografica e mesmo hospedeiro;

- A amplificagéo da regido ISSR pelos iniciadores (GACA), e (GTG)s gera um padréo de
fragmentos que permite a discriminag&o intraespecifica dos isolados de M. anisopliae var.
anisopliae, mostrando-se eficientes como marcadores moleculares de rotina no

monitoramento de campo;

- Baseada na curva de mortalidade confirmada, URM5946, URM5951 e URM®6033 sdo

considerados promissores para serem utilizados no controle de M. fimbriolata;

- URMb5951 permanece viavel no solo aos 60 dias do experimento e ndo interfere na

comunidade fungica do solo em que foi introduzido.
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