Semina: Ciéncias Agrérias

ISSN: 1676-546X
semina.agrarias@uel.br
Universidade Estadual de Londrina
Brasil

Pinto de Oliveira, Daian Guilherme; da Silva Pinto, Fabiana Gisele; Gomes Barcellos,
Fernando; Angeli Alves, Luis Francisco; Hungria, Mariangela
Variabilidade genética de isolados de Beauveria spp. e viruléncia ao cascudinho
Alphitobius diaperinus Panzer (Coleoptera: Tenebrionidae)

Semina: Ciéncias Agrarias, vol. 32, num. 1, enero-marzo, 2011, pp. 147-156
Universidade Estadual de Londrina
Londrina, Brasil

Disponivel em: http://www.redalyc.org/articulo.oa?id=445744100015

Como citar este artigo (‘}J\ /.‘ :

Ntmero completo Sistema de Informacéo Cientifica

Rede de Revistas Cientificas da América Latina, Caribe , Espanha e Portugal
Home da revista no Redalyc Projeto académico sem fins lucrativos desenvolvido no ambito da iniciativa Acesso Aberto

Mais artigos


http://www.redalyc.org/revista.oa?id=4457
http://www.redalyc.org/revista.oa?id=4457
http://www.redalyc.org/articulo.oa?id=445744100015
http://www.redalyc.org/comocitar.oa?id=445744100015
http://www.redalyc.org/fasciculo.oa?id=4457&numero=44100
http://www.redalyc.org/articulo.oa?id=445744100015
http://www.redalyc.org/revista.oa?id=4457
http://www.redalyc.org

Variabilidade genética de isolados de Beauveria spp. e viruléncia
ao cascudinho Alphitobius diaperinus Panzer (Coleoptera:
Tenebrionidae)

Genetic variability of the fungus Beauveria spp. isolates and
virulence to the lesser mealworm Alphitobius diaperinus Panzer

(Coleoptera: Tenebrionidae)

Daian Guilherme Pinto de Oliveira'*; Fabiana Gisele da Silva Pinto?;
Fernando Gomes Barcellos?; Luis Francisco Angeli Alves*; Mariangela Hungria®

Resumo

A variabilidade genética de 13 isolados de Beauveria spp. foi avaliada por meio da técnica de RAPD,
para verificar se ha relagdo entre o perfil molecular e a origem geografica dos isolados, hospedeiro
inicial e viruléncia ao cascudinho dos aviarios (Alphitobius diaperinus). Os bioensaios de viruléncia
foram realizados com larvas e adultos do inseto, utilizaram-se os fungos na concentragdo de 10°
conidios ml"! e a mortalidade dos insetos foi avaliada durante dez dias. Com a técnica de RAPD foram
testados 50 primers, dos quais sete apresentaram padrdes de bandas consistentes. Pela analise dos perfis
gerados observou-se a separacdo em dois grupos com nivel de similaridade superior a 60%, sendo que
em um deles agruparam-se somente os isolados de cascudinho, com similaridade de 72%. Verificou-
se relacdo entre o hospedeiro original dos isolados avaliados e o perfil molecular gerado nas analises.
Nao foi constatada qualquer relagdo entre os perfis moleculares e a regido geografica de procedéncia ou
viruléncia ao inseto. Os resultados demonstraram que os isolados coletados em regides proximas podem
apresentar grande variabilidade genética.

Palavras-chave: Polimorfismo de DNA, controle microbiano, RAPD, fungos entomopatogénicos

Abstract

The genetic variability of 13 Beauveria spp. isolates was assessed by RAPD technique and verified
the relationship between the molecular profiles generated and geographical location of isolates, the
original host and pathogenicity to the lesser-mealworm A/lphitobius diaperinus. Pathogenicity bioassays
were carried with larvae and adult insects at fungal concentration of 10° conidia / mL, during a ten-day
period. With RAPD technique, seven of 50 tested primers showed consistent banding patterns. Two
groups with a similarity level above 60% were observed in the analysis profiles and one of them formed
only by isolates from the lesser mealworm, with 72% of similarity. Was found relationship between the
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origin host of the isolates and the molecular profile, generated in the analysis. There was no relationship
between the molecular profiles and the geographical location or pathogenicity to the insect. The results
showed that even the isolates collected in near areas may have highly variability.

Key words: DNA polymorphism, microbial control, RAPD, entomopathogenic fungi

Introducio

O cascudinho, Alphitobius diaperinus Panzer
(Coleoptera: Tenebrionidae), coloniza o substrato
das granjas avicolas, e ¢ considerado praga por causar
problemas sanitarios e econdmicos. Afeta a saude
e o crescimento das aves e atua como transmissor
de parasitas, virus e bactéria patogénicos as aves,
além de causar danos estruturais aos aviarios
(CHERNAKI-LEFFER et al., 2001).

Meétodos alternativos tém sido pesquisados com
o objetivo de reduzir a utilizagdo de inseticidas
quimicos, e o controle microbiano se destaca
como uma opg¢ao viavel de controle desta praga
(CRAWFORD; BROOKS; ARENDS, 1998).
Além de ja ter sido verificada a ocorréncia
natural dos fungos entomopatogénicos Beauveria
bassiana (Bals.) Vuill. e Metarhizium anisopliae
(Metsch.) Sorok. em aviarios (STEINKRAUS;
GEDEN; RUTZ, 1991; ALVES et al., 2004; 2005),
estudos de controle bioldgico realizados com estes
patogenos apresentaram resultados satisfatorios
na mortalidade de larvas e adultos do cascudinho
em condigdes de laboratéorio (CRAWFORD;
BROOKS; ARENDS, 1998; GEDEN et al., 1998;
CHERNAKI-LEFFER et al., 2001; ROHDE et al.,
2006; GINDIN et al., 2009).

Para selegdo e introdugdo destes fungos

no controle microbiano de insetos, deve-se
considerar a variabilidade genética natural entre
populagoes e isolados. Neste sentido, a técnica de
RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA)
(WELSH; MCCLELLAND, 1990; WILLIAMS
et al., 1990) tém sido extensivamente utilizada

para gerar fingerprints, que ¢ aplicada com

sucesso para caracterizagdes moleculares de
fungos entomopatogénicos (BIDOCHKA
et al, 1994, TIGANO-MILANI; GOMES;

SOBRAL, 1995; FUNGARO, 1996; HEGEDUS;
KHACHATOURIANS, 1996; BERRETTA et al.,
1998).

Intmeros trabalhos com o fungo B. bassiana
foram realizados adotando-se esta técnica, a fim de
se estabelecer uma possivel relagdo entre os padrdes
de banda de RAPD gerados e alguns fatores como
hospedeiro inicial, viruléncia e origem geografica
(BRIDGE et al., 1997; MAURER, 1997; URTZ;
RICE, 1997; BERRETTA et al., 1998; GLARE;
INWOOD, 1998; GAITAN et al., 2002; DOLCI et
al., 2006).

No Brasil, pouco foi realizado a fim de avaliar
esta variabilidade de
cascudinho, existindo apenas o trabalho de Santoro
et al. (2008). Desta forma, o objetivo deste estudo
foi caracterizar, pela técnica de RAPD, isolados de

isolados associados ao

B. bassiana e Beauveria sp., verificando se existe
uma relacdo entre o perfil molecular gerado e a
origem geografica, hospedeiro inicial ou viruléncia
dos isolados.

Material e Métodos

Viruléncia de Beauveria bassiana a larvas e adultos
de Alphitobius diaperinus

13
de Beauveria sp. (outgroups), da cole¢do do
Laboratério de Entomologia da Embrapa Soja
(isolados CNPSO-Bb70 e 71), os quais foram
testados anteriormente por Chernaki-Leffer (2004)
e ndo apresentaram mortalidade confirmada para

Foram utilizados 1solados, sendo dois

o cascudinho. Os demais isolados de B. bassiana
obtidos de diferentes hospedeiros e previamente
testados quanto a patogenicidade ao cascudinho,
foram provenientes da cole¢do da Universidade
Estadual do Oeste do Parana (Tabela 1).
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Os isolados foram multiplicados em placas de
Petri com meio para producao de esporos (ME)
(ALVES et al., 1998). Apds o plaqueamento foram
incubados em camara climatizada (26 £ 2°C e 14 h

de fotofase), por um periodo de sete a 10 dias para
crescimento e conidiogénese. Apos este periodo, os
conidios foram coletados, raspando-se a superficie
do meio de cultura, e armazenados em freezer
(colocar a temperatura) para posterior utilizagao.

Tabela 1. Isolados de Beauveria spp. utilizados no estudo e respectiva mortalidade confirmada de Alphitobius
diaperinus (Coleoptera, Tenebrionidae) inoculados com 1x109 conidios ml-1 ap6s 10 dias de avaliagao.

L . Origem Geografica . Mortalidade (%)
Isolado Espécie 8 (PR) g Hospedeiro Larvas Adultos
Unioeste-04 B. bassiana Cascavel A. diaperinus 92+6,3 A 90+1,9 A
Unioeste-42 B. bassiana Cascavel Coleoptera, Erotylidae 35454 C 543,7D
Unioeste-44 B. bassiana Toledo Hemiptera, Pentatomidae 73+4,7 AB 7£2,7D
Unioeste-45 B. bassiana Mal. Candido Rondon Coleoptera, Chrysomelidae 33+6,1 B 5£3,2D
Unioeste-49 B. bassiana Cascavel A. diaperinus 63+8,8 AB  43+6,4 BC
Unioeste-50 B. bassiana Boa Vista de Aparecida A. diaperinus 53+8,6 AB  28+3,2 CD
Unioeste-51 B. bassiana Boa Vista de Aparecida A. diaperinus 65+8,1 AB  25+3,2CD
Unioeste-52 B. bassiana Boa Vista de Aparecida A. diaperinus 78+7,4 A 384+3,2C
Unioeste-53 B. bassiana Cascavel A. diaperinus 93+2,7A  70+7,9 AB
Unioeste-54 B. bassiana Cascavel Hemiptera, Pentatomidae 85+74A  7049,3 AB
Unioeste-56 B. bassiana Cascavel Coleoptera, Curculionidae 85+6,9 A 82+42 A
Cnpso-Bb70  Beauveria sp. Maridpolis Coleoptera, Chrysomelidae 0+0,0 0+0,0
Cnpso-Bb71  Beauveria sp. Maridpolis Coleoptera, Chrysomelidae 0+0,0 0+0,0

Meédias (EPM) seguidas da mesma letra maiuscula na coluna, ndo diferem entre si segundo o teste de Tukey (P<0,05).

Nos bioensaios, realizados segundo método
utilizado por Rohde et al. (2006), larvas com 1
cm de comprimento e adultos foram transferidos
para recipientes plasticos descartaveis, onde foram
imersos em 1 ml (em cada repeti¢do) de suspensao
de conidios na concentracdo de 1 x 10° conidios/
ml (soluc@o de Tween® 80 —0,01%), sendo agitados
durante 10 segundos. Na testemunha, os insetos
foram imersos somente na solucao de Tween 80.

Em seguida, as larvas foram individualizadas
em caixas de acrilico para se evitar o canibalismo,
e os adultos mantidos em placas de Petri, ambas
com papel-filtro e racdo para aves esterilizada,
para a alimentacdo dos insetos. Utilizaram-se
quatro repeti¢cdes com 15 insetos para cada isolado,
incubando-se sob condi¢des controladas (26 +2°C e
14 h de fotofase), em recipientes plasticos fechados,
contendo espuma umedecidano fundo. As avaliagdes
foram realizadas diariamente, durante 10 dias. Os

cadaveres foram desinfestados em alcool 70% por 5
segundos, lavados em agua destilada, e transferidos
individualmente para cdmara timida para permitir
o desenvolvimento do fungo e confirmar o agente
causal da morte.

Produgdo dos fungos e extra¢do de DNA

Os obtidos
monospoérica foram multiplicados em placas de
Petri contendo o meio para produgdo de esporos,

isolados a partir de colegdo

e mantidos em camara climatizada (26 + 2°C e
fotofase de 14 h) por 10 dias. Em seguida, os
conidios foram suspensos em tubos com 10 ml de
solugdo de Tween 80 (0,01%) e homogeneizados
sob agitacdo por um minuto. Inoculou-se 1 ml da
suspensdo de conidios em frascos com 500 ml de
meio liquido batata-dextrose (2g de infuso de batata
e 10g de dextrose), sendo incubados por 72 horas sob

Semina: Ciéncias Agrdrias, Londrina, v. 32, n. 1, p. 147-156, jan./mar. 2011

149



150

Oliveira, D. G. P de et al.

agitacdo de 110 rpm a 26 + 2°C. Apo6s a incubagdo, o
micélio foi separado em filtro Biichner, lavado com
agua destilada esterilizada e, em seguida, pesado e
armazenado a —80°C até o momento da extragao.

Para a extracio do DNA, segundo Raeder
e Broda (1985), o micélio foi triturado em um
cadinho contendo nitrogénio liquido e, em seguida,
distribuido em tubos de microcentrifuga, onde foi
acrescentado Iml tampao de extracdo [200 mM
Tris-HCI (pH 8,0), 0,5% SDS, 250 mM NacCl, 50
mM EDTA e 100 mg/mL proteinase K], sendo
a mistura incubada por 15 minutos a 65°C. Em
seguida, adicionou-se 0,5 ml de fenol, misturou-
se as fases e centrifugou a amostra a 12.000 rpm
por 15 minutos, em microcentrifuga. Desprezou-se
a fase fendlica e acrescentou-se a fase aquosa 0,5
ml da solugdo de cloroféormio comalcool isoamilico
(24:1). As fases foram misturadas e a amostra foi
centrifugada como no passo anterior.

A fase aquosa foi trasferida para outro tubo em
que se adicionaram dois volumes (1 ml) de etanol
absoluto. As amostras foram mantidas por 2 horas
a —20°C e posteriormente, centrifugadas a 12.000
rpm por 15 minutos. O sobrenadante foi descartado
e o precipitado de DNA foi lavado em 500 uL de
alcool 70%. Apos a secagem do DNA a temperatura
ambiente, o DNA foi ressuspendido em 200 pL de
Tampao TE (Tris HCI IM-EDTA 0,5M).

Quantificagao de DNA e RAPD

A quantificagdo do DNA total de cada isolado
foi estimada em espectrofotdmetro (Spectronic
Genesys 2™, Thermo Fisher Scientific) e a sua
qualidade foi verificada em gel de agarose 1%
corado com brometo de etideo (10 mg/ml), com
o auxilio do marcador Low DNA Mass Ladder de
origem comercial.

50
quais

Foram  testados primers  (Operon

Technologies®), dos sete apresentaram

padroes de Dbandas consistentes: OPA-02,
5’-TGCCGAGCTG; OPA-03, 5’~-AGTCAGCCAC;
OPB-10, 5’-CTGCTGGGAC; OPE-07,
5’-AGATGCAGCC;0PQ-01,5’-GGGACGATGG;
OPQ-04, 5-AGTGCGCTGA e OPQ-05,
5’-CCGCGTCTTG.

As reagdes de amplificagdo foram preparadas
para um volume final de 25 pL, contendo: 1X
tampao (Tris HCI 200 mM pH 8,4, KCI 500 mM);
2mM MgCl,, 200 uM dNTP, 0,2 uM de primer, 1 U
Tag DNA polimerase e 10-20 ng do DNA gendmico.
As reagdes foram realizadas em termociclador (MJ
Research- PTC-200) programado para realizar uma
desnaturagdo a 94°C por 5 minutos, seguida de
40 ciclos de 1 minuto a 92°C, 1 minuto a 35°C, 2
minutos a 72°C e uma extensdo final de 5 minutos
a 72°C. Os produtos das amplificagdes foram
separados por eletroforese em gel de agarose a 1,4%,
a 120 V por 7 horas. Utilizou-se como padrdo de
peso molecular o marcador 1 Kb plus DNA Ladder
(Life Technologies®) e os géis foram corados com
brometo de etideo a 10 mg/mL e fotografados com
aparelho Kodak Digital Science 120. Os perfis
obtidos foram confirmados em triplicata.

Analise dos dados

Os dados de mortalidade foram transformados
em arcsen+/x /100 para analise de variancia (teste
F) e as médias foram comparadas entre si pelo
teste de Tukey (P<0,05), utilizando-se o programa
estatistico SAS (SAS, 2003).

Os dados obtidos com as técnicas moleculares
foram analisados com o wuso do programa
(Applied Mathematics, Kortrijk,
Bélgica, versdo 2.0); para o agrupamento foi usado
o algoritmo UPGMA (Unweighted pair-group
method with arithmetic mean) (SNEATH; SOKAL,
1973) e o coeficiente de Jaccard, em um nivel de
tolerancia de 3%.

Bionumerics
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Resultados e Discussao

Viruléncia de Beauveria bassiana a larvas e adultos
de Alphitobius diaperinus.

o
considerdvel diferenga entre a viruléncia relativa a

resultado dos bioensaios demonstrou
larvas e adultos de A. diaperinus. Todos os isolados
de B. bassiana foram patogénicos ao cascudinho,
com valores de mortalidade confirmada variando
entre 33% e 93% paralarvas (F10,33 =10,7;P<0,0001;
CV=20,9%), ¢ entre 5% ¢ 90% para adultos (¥ ,, =
28,5; P<0,0001; CV=18,5%) (Tabela 1). O isol)ado
mais virulento foi Unioeste-04, com 92% e 90% de
mortalidade para larvas e adultos, respectivamente,
valores estes proximos aos observados por Rohde

et al. (2006).

4 42

49 S0

Caracterizacdo de isolados de Beauveria bassiana
por RAPD

Observaram-se, nos isolados Unioeste-04,
Unioeste-50 e Unioeste-51 dois padrdes de bandas,
um representando o proprio DNA gendmico, e outro
representando provavelmente dsRNA (RNA de
dupla fita) (Figura 1). Estas bandas extras tém sido
descritas na literatura para varias espécies de fungos
como sendo de origem viral, porém, a sua influéncia
na agdo do fungo ndo ¢ muito conhecida (HUNST;
LATTERELL; ROSSI, 1986), sendo possivel que
estejam relacionadas a viruléncia dos isolados. Em
estudos realizados por Martins et al. (1999) com o
fungo M. flavoviride, nao foi observado a influéncia
da presenca de dsSRNA em nenhuma das varidveis
analisadas. Porém, testes feitos por Dalzoto et al.
(2006) comprovaram reducdo na producdo de
conidios e viruléncia em isolados de B. bassiana
que apresentaram dsRNA. Assim, novos estudos sao

necessarios para compreender melhor esta questao.

51 S3

Figura 1. DNA genomico dos isolados de Beauveria bassiana Unioeste-04, Unioeste-42, Unioeste-49, Unioeste-50,
Unioeste-51, Unioeste-53 respectivamente, com presenca de bandas extras indicadas pelas setas nos isolados

Unioeste-04, Unioeste-50 ¢ Unioeste-51.
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Por meio de sete marcadores RAPD utilizados
para analisar os 13 isolados de Beauveria sp. e B.
bassiana, foram geradas bandas com tamanhos que
variaram entre 150 bp € 2900 bp. O nimero minimo
e maximo de bandas observadas foi de 13 (marcador
OPQ-05) e 23 (marcador OPB-10), respectivamente,
sendo que a maioria dos /loci apresentaram-se

Kb 1 2 3 4 5 6 7 8 910 1112 13

L.

S8 g S o 5 - -
g — §
=11

...-.—....u,

e el v - -

e s Gl . - s e e

et YRS

Kb 1

polimorficos (Figura 2, A e B). Estes resultados
corroboram outros estudos com RAPD em B.
bassiana, em que foi constatado um grau elevado de
polimorfismo entre os isolados avaliados (URTZ;
RICE, 1997, MAURER et al., 1997; CASTRILLO;
BROOKS, 1998; CASTRILLO; WIEGMANN;
BROOKS, 1999).

23 4 5 6 7 8 910 1112 13

Figura 2. Perfis de RAPD dos isolados de Beauveria spp. (1-Unioeste-04, 2-Unioeste-42, 3-Unioeste-44, 4-Unioeste-45,
5-Unioeste-49, 6-Unioeste-50, 7-Unioeste-51, 8-Unioeste-52, 9-Unioeste-53, 10-Unioeste-54, 11-Unioeste-56,
12-CNPSo0-Bb70 ¢ 13-CNPSo0-Bb71) amplificados em (A) com o primer OPB-10 ¢ em (B) com OPQ-01; o Kb

representa o marcador utilizado.

A analise dos padrdes de bandas de B. bassiana
permitiu o agrupamento dos isolados em dois grupos
com nivel de similaridade superior a 60%, e mais
trés isolados que ocuparam posigdes isoladas, com
destaque para o grupo 11, no qual se agruparam todos
os isolados de cascudinho, com similaridade de 72%
(Figura 3). No grupo I, com 63% de similaridade,

foram posicionados os isolados CNPSo-70 e 71
e, também, os isolados Unioeste-42 ¢ 44, que sdo
provenientes de diferentes origens geograficas e
hospedeiros iniciais, compartilhando apenas a baixa
viruléncia aos adultos de 4. diaperinus, 5% e 7%
para os dois ultimos, respectivamente. O isolado
que apresentou menor similaridade com os demais
(47%) foi o Unioeste-45.
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Figura 3. Dendrograma construido por agrupamento UPGMA, indice de Jaccard a 3% de tolerancia. Beauveria
bassiana isolados de Alphitobius diaperinus pertencentes ao grupo II; isolados de outros hospedeiros pertencentes
aos demais grupos; Subgrupo II-a: isolados a partir de 4. diaperinus coletados em uma mesma cidade (Cascavel, PR).

Estes dados sugerem que existe uma associagao
entre os grupos gerados por RAPD e o hospedeiro
inicial dos isolados testados, somente em relagao ao
cascudinho. Os resultados corroboram os obtidos
por Maurer et al. (1997), que avaliaram, por meio
da técnica de RAPD, 38 linhagens de B. bassiana,
isoladas de diversos hospedeiros e diferentes
regides geograficas, ¢ puderam concluir que o
inseto hospedeiro parece ser o fator mais importante
na estrutura da populacdo deste entomopatdégeno.
Provavelmente isto se deve a intima relagdo
patogeno-hospedeiro, na qual existem muitos
fatores que podem influenciar todo o processo de

infec¢do e a dinamica da doenga.

Constatou-se  também, que os isolados
Unioeste-42 (B. bassiana) e CNPSo-71 (Beauveria
sp.) que s3o de regides diferentes, sdo muito
similares entre si (73%). Resultados semelhantes
foram obtidos por Glare e Inwood (1998), quando
avaliaram espécies de Beauveria procedentes da

Nova Zelandia com isolados de outros paises, e
puderam observar que isolados de diferentes regides
e espécies podem ser reunidos em um mesmo
grupo de RAPD. No entanto, deve-se revisar a
identificacdo taxonomica do isolado CNPSo-71,
o qual ndo apresenta espécie definida. A relacdo
de similaridade relativa entre estes isolados pode
indicar que sejam de uma mesma espécie.

Em relagdo a origem geografica dos isolados,
no grupo II ¢ possivel verificar um subgrupo (Ila)
com 94% de similaridade (Figura 3), no qual estdo
os isolados de cascudinho coletados em uma mesma
cidade, Cascavel, PR. E possivel, porém, que esta
relagdo ndo esteja ligada apenas a origem, visto
que para os demais isolados nao ocorreu qualquer
relacdo entre o local de coleta e os grupos de RAPD.
Os resultados contrapdem aqueles obtidos por
Castrillo, Wiegmann e Brooks (1999) na avalia¢ao
da variabilidade genética de isolados de B. bassiana
associados a A. diaperinus quando verificaram
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relacdo direta entre o local de coleta dos isolados e
o perfil molecular gerado pelas bandas de RAPD. E
provavel que o maior niimero de isolados testados
pelos autores no trabalho citado fornegam melhores
subsidios para verificar tal relagdo e, além disso,
os isolados avaliados no presente trabalho tém sua
origem em um mesmo Estado, prejudicando uma
inferéncia mais ampla.

Quanto a viruléncia, ndo foi possivel estabelecer
uma relagao entre o agrupamento e o perfil molecular
gerado, tanto para larvas quanto para adultos. Para
larvas, os resultados de mortalidade de varios
isolados foram estatisticamente semelhantes, o
que ndo possibilita se estabelecer qualquer relacao.
Para os adultos, apds a constru¢ao do dendrograma
(Figura 3) os isolados Unioeste-04, 53, 54 ¢ 56, os
quais foram estatisticamente os mais virulentos,
figuraram em grupos distintos, sendo sua relagdo
provavelmente ligada somente ao hospedeiro inicial.
Luz et al. (1998) e Devi et al. (2001) também nao
encontraram em seus estudos, relagdo entre os perfis
de RAPD gerados ¢ a viruléncia dos isolados de B.
bassiana testados para e Chilo partellus Swinhoe
(Lepidoptera: Pyralidae) e Triatoma infestans Klug
(Hemiptera: Reduvidae), respectivamente.

De maneira diferente, Santoro et al. (2008)
observaram em estudo utilizando RAPD, a distin¢do
de um subgrupo contendo somente os isolados
de B. bassiana virulentos para A. diaperinus, em
contraposicao aos demais grupos contendo apenas
isolados ndo virulentos. Ainda no mesmo trabalho,
os autores nao obtiveram nenhuma relagdo entre os
hospedeiros iniciais ou a origem dos isolados e os
perfis moleculares gerados.

Tais divergéncias podem ser explicadas pelo
elevado grau de variabilidade genética exibida
pelos fungos entomopatogénicos, pois mesmo
dentro de uma determinada populacdo, o nivel de
polimorfismo entre os isolados pode ser altamente
variavel (SOSA-GOMEZ; TIGANO; ARANTES,
1998; FERNANDES et al., 2006). Além disso, os
isolados utilizados no referido trabalho ndo foram

os mesmos utilizados no presente estudo. Segundo
Castrillo e Brooks (1998), a variagdo genética
estd fortemente presente entre isolados de B.
bassiana, e aspectos como reproducao, estratégias
de sobrevivéncia, diversidade de hospedeiros e
mecanismo de dispersdo sdo fatores capazes de
interferir na estrutura genética da populagdo de
um agente entomopatogénico, promovendo estas
variagdes, como foi observado neste estudo.

Em relagdo a importancia das caracterizagdes
moleculares de isolados, Sosa-Gomez, Tigano e
Arantes (1998) relatam que, antes de qualquer estudo
sobreautilizagdo deumagente entomopatogénicoem
um programa de controle microbiano, é importante
realizar a caracterizagao de isolados que ocorrem no
sistema em que o agente sera introduzido. Assim,
torna-se claro que os resultados obtidos contribuem
para o conhecimento do comportamento de isolados
de B. bassiana associados a A. diaperinus.

Desta forma, o presente estudo ndo apenas
mostrou o potencial da utilizacdo de B. bassiana
para o controle do cascudinho, mas também
comprovou, pela técnica de RAPD, que existem
muitas variacdes genéticas intraespecificas neste
fungo entomopatogénico, constatando-se relagdes
entre os perfis gerados e o hospedeiro inicial dos
isolados.
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