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Caracterizacao filogenética de isolados
de Beauveria bassiana originados de
diferentes insetos hospedeiros

Phylogenetic characterization of Beauveria bassiana isolates
originating from different host insects
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RESUMO: Este trabalho objetivou avaliar a
variabilidade genética usando a regido do espago
interno transcrito (ITS) do DNA ribossomal
(rDNA) e a filogenia de cinco isolados de Beauveria
bassiana: 1PA145, IPA148, IPA223, IPA225
e IPA226, obtidos de diferentes hospedeiros e
origens geograficas, provenientes do Laboratério
de Controle Biolégico do Instituto Agrondmico de
Pernambuco - IPA. A regido ITS foi amplificada
usando os primers ITS1 e ITS4, em que foi
observado um amplicon com tamanho médio de
800 pb, o qual foi sequenciado. As sequéncias de
DNA dos isolados de Beauveria foram comparadas
com as sequéncias do banco de dados (GenBank).
Os resultados mostram que todos os isolados,
com exce¢do do IPA145, apresentaram-se como
grupo monofilético. O IPA145 apresentou uma
identidade genética com Cordyceps bassiana
e B. bassiana de 99%. O IPA148 foi o mais
distante geneticamente com relagéio aos demais,
com menos de 40% de similaridade. A maioria
dos isolados de Beauveria estudados mostrou-se
distinta filogeneticamente.

PALAVRAS-CHAVE: Fungo entomopatogénico,
filogenia, ITS, Cordyceps, IDNA.

ABSTRACT: This study aimed to evaluate genetic
variability using the internal transcribed spacer
(ITS) region of ribosomal DNA (rDNA) and the
phylogeny of five Beauveria bassiana: IPA145,
IPA148, IPA223, IPA225 and IPA226, obtained
from different hosts and geographical origin
from the Biological Control Laboratory of the
Agronomic Institute of Pernambuco - IPA. The
ITS region was amplified using primers ITS1
and ITS4, where an amplicon with average size
of 800 bp was observed and sequenced. The DNA
sequences of Beauveria isolates were compared
with sequences in the database (GenBank). The
results show that all isolates, except IPA145,
were presented as a monophyletic group. IPA145
showed a genetic identity of 99% with Cordyceps
bassiana and B. bassiana. IPA148 was the most
genetically distant from the others, with less than
40% similarity. Most of the Beauveria isolates
studied proved to be phylogenetically distinct.

KEYWORDS: Entomopathogenic fungus, phylogeny,
ITS, Cordyceps, rDNA.

Beauveria bassiana Bals. Vuill. (Deuteromycota:
Hyphomycetes) € um fungo entomopatogénico, que
existe naturalmente nos solos. E de grande interesse no
controle biolégico de diversas pragas agricolas, o que lhe
confere importancia econdmica no Brasil. Destaca-se por
apresentar um amplo espectro de insetos hospedeiros, que
podem ser controlados por este fungo (XIAO et al., 2012;
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ALVES et al., 2012). Por possuir uma grande vantagem sobre
os pesticidas convencionais, devido a sua persisténcia na
populacdo hospedeira, por reduzir a longevidade e ocasionar
altas taxas de mortalidade em larvas e adultos das populagdes
de insetos, torna-se um grande aliado para o uso como controle
biologico (ALVES, 1998; ROBERTS; CASTILLO, 1980).
Outra grande vantagem do uso de fungos entomopatogénicos €
a suaresisténcia a alguns pesticidas, como estudado por Kaaya
e Hassan (2000), que observaram que estes fungos reduzem a
frequéncia do uso de acaricida quimico, bem como diminuem a
necessidade de tratamentos de doengas causadas pelo carrapato.
A B. bassiana, além de ser de facil dispersao, possui grande
variedade de hospedeiros (Coleoptera, Lepidoptera, Hemiptera,
Diptera, Hymenoptera e Orthoptera). Segundo Rehner e
Buckley (2005), as espécies de B. bassiana que infectam
apenas um hospedeiro é chamada de sensu stricto e aquelas
que infectam mais de um hospedeiro € chamada de sensu
lato. Ja Rehner et al. (2011) concluiram, através de andlise
dos genes RNA polimerase I da subunidade grande (RPB1),
RNA polimerase II da subunidade grande (RPB2) e subunidade
alfa do factor de alongamento (TEF), que B. bassiana é um
agregado de cinco espécies, tais como B. bassiana sensu
stricto, B. varroae, B. kipukae, B. pseudobassiana e B. sungu.
Fernandes et al. (2006), trabalhando com vdrios isolados
de Beauveria de diferentes regides geograficas, verificaram
diferencas genéticas quando utilizaram o marcador da regido
ITS. Beauveria apresenta atividades de proteases e quitinases
que hoje sdo aceitas como fatores determinantes na viruléncia
dos fungos entomopatogénicos, que passam a ter habilidade
de hidrolisar os principais polimeros constituintes da cuticula,
proteinas e quitina, organizados em camadas denominadas
exo e endocuticula (SILVA et al., 2006; SAMISH; GLAZER,
1991; St. LEGER; COOPER; CHARLEY, 1986). Apesar de
haver um interesse crescente no uso deste agente de controle
bioldgico, hd pouco conhecimento acerca do seu efeito
sobre 0o meio ambiente. As espécies do género Beauveria
tém sido reportadas por produzir metabdlitos secundarios,
como bassianina, bassiacridina e beauvericina, entre outros
(QUESADA-MORAGA; VEY, 2004). Hoje, a grande
pergunta com relacdo ao conceito de espécies morfoldgicas
em Beauveria € se o padrao de variacdo morfofisiolégica
tem relacdo com a filogenia; outra questio € se as espécies
morfoldgicas sdo cripticamente diversas, ou seja, se estas
espécies estdo reprodutivamente isoladas umas das outras,
apesar de sua morfologia ser muito semelhante (SCHAEFER,
1998).

De acordo com Devi et al. (2001), alguns isolados de
Beauveria t€m sido avaliados devido ao seu potencial como
biopesticidas, porém as caracteristicas fenotipicas ndo sdo
suficientes para distinguir os diferentes tipos de isolados
estudados (GAITAN et al., 2002). Nesta perspectiva, estudos
moleculares envolvendo a técnica da PCR e os clusters génicos
do rDNA (DNA ribossomal) tém facilitado a identificacdo
taxondmica e contribuido para expandir o conhecimento sobre
a diversidade e distinguir diferengas entre géneros e isolados
de uma mesma espécie de Beauveria (WADA et al., 2003;
COATES; HELLMICH; LEWIS, 2002). Recomenda-se que

o fragmento de rDNA a ser amplificado para a andlise da
diversidade intraespecifica ou entre grupos de isolados com
elevada afinidade filogenética deve incluir o espago interno
transcrito (ITS1 e ITS2), uma regido que apresenta maior
variabilidade tanto na composic¢ao de bases quanto no tamanho
do fragmento (MENEZES et al., 2010; ROSADO; DUARTE;
MENDONCA-HAGLER, 1999). Segundo Carneiro et al.
(2008), a variabilidade genética —inter e intraespecifica— pode
ser capaz de identificar e caracterizar isolados de Beauveria.
Dessa forma, o trabalho em questio teve como objetivo avaliar
a variabilidade genética da regido do espago interno transcrito
(ITS) do DNA ribossomal (rDNA) e a filogenia de isolados
de B. bassiana obtidos de diferentes hospedeiros e origens
geogrificas distintas, provenientes do Laboratdrio de Controle
Biolégico do Instituto Agrondmico de Pernambuco - IPA.

Os cinco isolados de Beauveria sensu lato foram obtidos
da colegdo do Laboratério de Controle Bioldgico do Instituto
Agrondmico de Pernambuco - IPA. Cada isolado foi oriundo
de hospedeiros diferentes e de regides geogréficas distintas,
como descrito a seguir: IPA145 (Coleoptera: Curculionidae;
Indeterminado); IPA148 (Coleoptera: Coccinelidae;
Indeterminado); IPA223 (Lepidoptera: Pyrilidae, Paraiba-BR);
IPA225 (Orthoptera: Acrididae; Recife-PE-BR); IPA226
(Coleoptera: Curculionidae; Cabo de Santo Agostinho-PE-BR).
A extracdo de DNA foi realizada colocando os isolados para
crescer em 25 mL de meio BDA liquido por 72 h, a temperatura
ambiente (28 °C), sem agitagdo. Ap6s este periodo, 20 g do
micélio foram macerados em nitrogénio liquido, sendo entdo
utilizado o kit de extracdo de DNA gendmico da QIAGEN
(DNeasy Blood & Tissue Kit), conforme metodologia do
fabricante. O DNA extraido foi quantificado usando o marcador
de massa molecular (Invitrogen); a qualidade e a quantidade do
DNA foram visualizadas em gel de agarose a 0,8% em tampao
TBE 0,5X a 100 V e corado com SybrGold (Invitrogen). A
reacdo de amplificacdo foi realizada utilizando os primers
ITS1 (5°-TCC GTA GGT GAA CCT GCG G-3°) e ITS4
(5°-TCC TCC GCT TAT TGA TAT GC-3°) (WHITE et al.,
1990). Os fragmentos de DNA amplificados foram separados
em gel de agarose a 1,5%, tampao TBE 0,5X e corados com
SybrGold em corrente elétrica de 100 V, sendo visualizados
sob luz ultravioleta e fotografados em fotodocumentador
(LPIX-Loccus Brasil). Os fragmentos de ITS1 e ITS4
amplificados foram purificados usando a metodologia de
acetato de amdnio a 7M (LYRA, 2001). O sequenciamento
do DNA foi realizado na plataforma do Centro Nacional de
Recursos Genéticos (CENARGEN-EMBRAPA). As sequéncias
direta e reversa foram alinhadas no programa BioEdit v.7.0.0,
e foi realizada a andlise de reconstrugdo filogenética com o
programa MEGA v.4.0 (TAMURA; NEI; KUMAR, 2004),
usando o método Neighbor-Joining (SAITOU; NEI, 1987)
com teste de filogenia Bootstrap 1000 repeti¢des, gaps
com delec@o Pairwise e modelo de nucleotideo: Maximum
Composite Likelihood Tamura-Nei. Sequéncias do banco
de dados de genes (GenBank, http://www.ncbi.nlm.nih.gov)
foram utilizadas para auxiliar as andlises fenéticas com base
nas sequéncias de nucleotideos obtidas.
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Figura 1. Amplificacdo da regido ITS do rDNA de isolados de Beauveria
(IPA145, 1PA148, 1PA223, IPA225 e IPA226) obtidos da cole¢do do
Laboratério de Controle Biol6gico do IPA, Marcador (M): Hindl1l1 pb Ladder.

60

O tamanho dos fragmentos amplificados dos cincos
isolados de fungos a partir da utilizacdo dos iniciadores
ITS1 e ITS4 foi de aproximadamente 800 pb, e apenas um
amplicon foi gerado. O sequenciamento da regido ITS do
isolado IPA 145 revelou homologia de 99% com as sequéncias
de B. bassiana depositadas no GenBank (Figuras 1 e 2). Os
fragmentos amplificados visualizados na mesma posicdo
no gel de agarose foram considerados de mesmo tamanho.
Segundo Carneiro et al. (2004), um fragmento amplificado de
600 pb de isolados de B. bassiana foi sequenciado e revelou
uma homologia de mais de 97% com sequéncias do rDNA
de B. bassiana depositadas no GenBank. De acordo com
Carneiro et al. (2008), sequéncias da regido ITS do rDNA sdo
capazes de identificar e caracterizar isolados de Beauveria,
e sdo lteis para detectar variabilidade inter e intraespecifica
dentro deste gé€nero. Entretanto, o marcador utilizado neste
estudo nao diferenciou todos os isolados de Beauveria no nivel
de espécie. Desta forma, a regido ITS foi sequenciada, para
uma melhor anélise da variabilidade genética entre os grupos

AY532046.1| Beauveria bassiana isolate 753 (CL)

AY531997.1| Beauveria bassiana isolate 1959 (OT)

64
AY531994.1| Beauveria bassiana isolate 1830 (LP)

" AY532044.1| Beauveria bassiana isolate 733 (CL)

AY531974.1| Beauveria bassiana isolate 1053 (OT)
99

I Isolado IPA 145
93

- DQ915403.1| Cordyceps bassiana strain 10

Isolado IPA226

Isolado IPA225

Isolado IPA223

Isolado IPA148
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Figura 2. Arvore filogenética construida com base no sequenciamento da regido ITS1 e ITS4 de isolados de Beauveria (IPA145, IPA148, IPA223, IPA225 ¢
IPA226) da coleg@o do IPA alinhadas pelo programa BioEdit v.7.0 usando Neighbor-Joining (NJ) com Tamurai-Nei e testes de 1000 Bootstrap no programa

MEGA v.4.0.
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de isolados de Beauveria estudados. Utilizaram-se sequéncias
do GenBank — AY 532046 e AY532044 isoladas de Coleptera
(CL); AY531997 e AY531974 isoladas de Orthoptera (OT) e
AY531994 isolada de Lepdoptera (LP) — para comparar com
as nossas sequéncias (Figura 2). Os resultados demonstraram
que todos os isolados estudados, com excecdo do IPA145,
apresentaram-se como grupo monofilético, resultado este
diferente do encontrado por Rehner e Buckley (2005), que
também analisaram a regido ITS em isolados de Beauveria
coletados no Brasil de diferentes hospedeiros. Usamos, para
comparar com os nossos dados, sequéncias de B. bassiana do
GenBank que tinham hospedeiros de mesma Ordem dos insetos.
Entretanto, observamos que, neste caso, independentemente de
serem isolados de hospedeiros de uma mesma ordem — como
Coleoptera, Lepidoptera e Orthoptera —, nao houve influéncia
na taxonomia destes isolados, mostrando serem isolados
distintos filogeneticamente, exceto para o isolado IPA145.
O interessante foi que o IPA145 apresentou uma identidade
genética com Cordyceps bassiana de 99%. O IPA148 foi o
mais distante geneticamente com relagio aos demais isolados
estudados, com menos de 40% de similaridade. Podemos
inferir, diante dos resultados, que a filogenia molecular de
Beauveria nao esta definida, devido ao pouco entendimento
taxondmico atual deste género. Segundo Rehner e Buckley
(2005), que trabalharam com 87 isolados de Beauveria e
Cordyceps oriundos de toda parte do mundo, encontrados
em diferentes hospedeiros, observou-se que a diversidade
filogenética pode indicar uma histéria de diversificagdo
criptica e que as andlises moleculares sdo ferramentas tteis
para a avaliacdo de espécies, para elucidar a histéria evolutiva
e ecoldgica destes géneros.

Podemos dizer que, neste trabalho, as diferentes origens dos
fungos estudados e os distintos hospedeiros dos quais foram
isolados mostraram uma distancia genética entre si e que
estudos polifdsicos (moleculares, culturais) e genéticos, como
as teleomorfas de Cordyceps e anamorfas de Beauveria, podem
dar resultados relevantes para futuras pesquisas deste grupo
de grande importancia, que sdo os fungos entomopatogénicos.
Além do mais, essas informag¢des irdo beneficiar futuros
estudos moleculares no que diz respeito a interacdo inseto-
fungo e facilitar o custo-beneficio do desenvolvimento
de Beauveria como micoinseticidas e biocatalisadores
microbianos, resultando em beneficios diretos ao pequeno
produtor brasileiro.
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