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Resumo

A traga-da-oliveira, Prays oleae (Bern.), € uma praga chave da oliveira na regido de [rds-os-
Montes. Uma possivel alternativa a luta quimica contra esta praga, reside na utilizagdo de fungos
entomopatogénicos (FE). Dado o desconhecimento da presenca e expressao destes fungos em
Portugal fol recentemente efectuado o isolamento in vitro de fungos, associados a pupas de traca-
da-oliveira parasitadas, provenientes de olivais localizados na regido de Trds-os-Montes. No presente
trabalho pretendeu-se caracterizar morfologicamente e molecularmente um dos isolados obtidos.
A caracterizagdo morfologica foi efectuada por observacdo microscopica e esteromicroscopica de
micélioc com crescimento em meio de cultura PDA. A identificacio molecular foi efectuada pela
amplificacdo termociclica da regido espacadora transcrita interna (ITS) do rDNA nuclear, seguida de
sequenciacao. A andlise morfologica das colonias flingicas, das hifas e das suas estruturas de reproducdo
evidenciou caracteristicas semelhantes as descritas na bibliografia para Beauveria bassiana. A analise
comparativa da sequéncia nucleotidica obtida, com regides ITS de rDNA de outras especies fungicas,
revelou valores de identidade de 99,0% com B. bassiana, confirmando a identidade do isolado. Dado
que B. bassiana tem sido referenciada como um importante agente de luta biologica, a presenca
deste fungo entomopalogenico na regido transmontana abre novas perspectivas na luta contra a
traca-da-oliveira.

Palavras chave: pragas da oliveira, meios de luta, Beauveria bassiana, fungo entomopatogenico.



Abstract

Title: Beauveria bassiana, an entomopathogenic fungus of the olive moth in the Tras-os-Montes
region: morphological and molecular characterization

The olive moth - Prays olege (Bern.) - is a key pest of the olive trees in the Tras-os-Montes
region. A possible alternative to control this pest is the use of entomopathogenic fungi (EF). Given
the lack of information about EF presence and expression in Portugal the in vitro isolation of fungi
from miycosed olive moth pupae, collected in Trds-os-Montes olive groves, was recently performed. In
the present work, isolated fungi were morphologically and molecularly characterized. Morphological
characterization was carried out by microscopic and stereomicroscopic observations of mycelium
growing in PDA medium. Molecular identification was performed by sequencing of the amplified
internal transcribed spacer (ITS) region of rDNA. Morphological analysis demonstrated that fung
isolates present similar characteristics to those described for Beauveria bassiana in the literature,
Comparative analysis, between the ITS nucleotide sequence obtained and the ITS region from other
fungal species, showed 99.0% of identity with B. bassiana. As this entomopathogenic fungus has been
referred to as an important agent for biological control, its presence in Trds-os-Montes region can
be a stimulus to its use as a biological agent on the control against olive moth.

Keywords: olive pests, means of control, Beauveria bassiana, entomopathogenic fung

Introducao

As pragas de insectos sdo um dos mais significativos factores que limita a producdo agricola,
provocando prejuizos superiores a 20% (Oerke, 2006). O uso de insecticidas quimicos de sintese
constitui a pratica mais utilizada por parte dos agricultores, como forma de proteger as plantas dos
estragos causados, Contudo, ¢ elevado custo da luta quimica, a perda de eficiéncia de alguns dos
produtos utilizados, os problemas ambientais advindos destas praticas e os problemas ao nivel da
intoxicacdo do homem e dos animais tém promovido a procura de alternativas aos meios de luta
utilizados contra pragas. A luta biclégica, com recurso a predadores, parasitoides e microrganismos
entomopatogenicos tem vindo a ser utilizada de forma crescente, constituindo uma das alternativas
viavels a luta quimica. No caso dos insectos, a utilizagao de fungos entomopatogenicos (FE) como
agentes de luta bioldgica, podera constituir uma pratica com elevado potencial. De entre os FE,
as especies mais utilizadas em luta biologica pertencem aos generos Metarhizium (em especial
M. anisapliae), Paecilomyces e Beauveria (em especial B. bassiana) (Stamets, 2005).



Em Portugal, os estudos conducentes a avaliacdo da diversidade de fungos entomopatogénicos
associados as principais pragas das culturas agricolas sdo muito escassos. Como consequéncia, a sua
aplicagio como agentes de |uta bioldgica contra essas pragas € ainda muito reduzida, Na regido de
Tris-os-Montes foi detectada a presenca expressiva de B. bassiong, associada a traga-da-oliveira, Prays
oleae Bern,, a qual constitui uma das principais pragas na regido (Bento, 1999). Uma vez que esta
espécie fungica se encontra referenciada como um impartante agente de Iuta biologica, procedeu-se
ao seu isolamento, tendo em vista a sua futura utilizagdo contra a referida praga. No presente trabalho
sio apresentados os resultados relativos a caracterizagic molecular e morfolcgica dos isolados
autéctones de B. bassiana obtidos a partir de pupas parasitadas de traga-da-oliveira.

Material e Métodos

Cultura axénica dos isolados fungicos

O isclamento de FE foi efectuado, a partir de pupas de traca-da-oliveira, parasitadas em meio PDA
contendo cloranfenicol. As culturas axénicas dos isolados fungicos foram efectuadas em meioc PDA,

Identificacd@o molecular dos isolados ftingicos

A identificacio molecular foi efectuada pela amplificacdo termeciclica da regido espagadora
transcrita interna (ITS) do rDNA nuclear; utilizando o par de iniciadores nucleotidicos (T55F0 e
ITS4RE (White et al,, 1990). A mistura de reac¢do, bem como as condicdes de amplificacdo, foram
semelhantes as descritas por Baptista (2007). As reaccdes de amplificagiio foram efectuadas no
termociclador MyCycler (BioRad). Apds purificacdo dos fragmentos amplificados (JETquick PCR
broduct purification, Genomed), procedeu-se a sua sequenciacio utilizando os mesmos iniciadores
nuclectidicos (STABVIDA). As sequéncias de DNA obtidas foram analisadas utilizando o programa
de programas DNASTAR versio 2.58 (Lasergene). Recorrendo ao servidor NCBI (http://www.ncbi.
nim.nih.gov) e utilizando o algoritmo BLAST, foi analisada a homologia das sequéncias obtidas com
outras sequéncias presentes na base de dados GenBank.

Caracterizacdo morfolégica dos isolados fingicos

As caracteristicas macroscopicas das coldnias fungicas foram avaliadas ao nivel da celoragiae do
micélio, presenca de micélio aéreo, presenca de exsudados, margem da colonia (regular ou irregular)
e producic de pigmentos difusiveis no meio de cultura .



A morfologia das hifas foi analisada por microscopia optica e esteromicroscopia. Para observacao
40 Microscopio optico, porgdes de micélio foram coradas com azul de algodao 0,5% (v/v) e obser-
vadas num microscopio Leica, modelo CTR 5000. A observacio esteromicroscopica fol realizada
numa lupa binocular (Nikon SMZ-U).

Resultados e discussao

Identificacdo molecular de B. bassiana

Apos amplificagdo termociclica da regido TS, utilizando os iniciadores oligonucleotidicos univer-
sals (TS5FO e (TS4RE, foi obtido um unico fragmento de 600 pb (fig. ). Fragmentos de dimensdes
semelhantes tém vindo a ser descritos, apos amplicagdo nas mesmas condicdes de DNA genomico da
maioria das espécies fungicas (Buscot et al, 2000). A sequéncia nucleotidica do fragmento amplificado
encontra-se representada na fig. 2. Esta sequénaia compreende 599 pb e inclui a regido ITS| (com
215 pb), ITS2 (com 214 pb) e a regido correspondente ao gene 5,85 com |70 pb (sombreado a
cinzento na fig. 2) Ambas as regides (TS| e ITS2 ndo se encontram completas, devido a utilizagdo
dos iniciadores [TS5F0 e ITS4RE. Quando efectuada a andlise comparativa da sequéncia nucleotidica
obtida, com regides ITS de rDNA de outras espécies fungicas, foram obtidos valores de identidade
de 99,0% com a mesma sequéncia de Beauveria bassiana (n” acesso AJ560686.1), o que confirmou
a identidade do fungo isolado.

Aspectos morfolégicos de B. bassiana

Culturas axenicas de fungo entomopatogénico foram obtidas a partir de isolados flingicos da
superficie de traga-da-oliveira parasitadas (fig. 3A). Estas colonias apresentavam o micélio com colora-
cdo branca-amarelada e com crescimento aéreo. Em meio de cultura PDA, as coldnias de B, bassiana
apresentavam o micélio com uma coloragdo branca, exibindo crescimento de miceélio aereo e com
aspecto algodonoso em toda a superficie da colonia (fig. 3B). No decurso do seu cresamento, as
coldnias de margens regulares desenvolveram um micélio murto pruinoso, que se apresentava mais
evidente no centro. No reverso da placa, a colénia tambem exibiu coloragdo branca, mas ligerramente
mais amarelada no centro, ndo evidenciando exsudagdo de compostos pigmentados para o meio
de cultura, As caracteristicas morfologicas observadas sdo idénticas as descritas na bibliografia para
cutros isolados de B. bassiana (Varela & Morales, 1996; Fernandes et al, 2006).

Quando observadas em microscopia éptica, as hifas de B bassiona apresentavam-se septadas,
hialinas, com paredes finas, e com um didmetro médio de 2,5 pm (fig. 4F). No micélio for possivel



observar hifas verticais, que apresentavam na sua extremidade conidicforos simples ou ramificados,
onda eram produzidos os esporos (conidios) (fig. 40, E). Os conidias eram ovaides ou globuloses,
hialinos, e com um didmetro variavel de 2-4um (fig. 4C). A observagao esteromicroscopica das
colonias de B. bassiana evidenciou a presenca de uma enorme quantidade de monticulos brancos
pulverulentos com projeccdo acrea (fig. 4A, B), correspondendo a aglomerados de conidicforos. As
caracteristicas microscopicas mencionadas s3o semelhantes as referidas na bibliografia para outros
isolados de B, bassiana, apesar dos meios de cultura considerados serem diferentes daquele utilizado
no presente trabalhe (Liu et al, 2003).

Conclusoes

A andlise molecular e morfoldgica de isolados fungicos provenientes de pupas parasitadas de
traca-da-cliveira, colhidas em olivais na regido de Tras-os-Montes, permitiu a identificacdo de fungo
entomapatogénico, B. bassiana. A sua presenca vem abrir novas perspectivas para a luta biologica
contra esta importante praga do olival.
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Figura | - Andlise electroforética dos produtos resultantes da amplificagdo de DNA gendmico de Beauveria bassiona, na
presenca dos iniciadores nucleotidicos (TS5F0 e ITS4RE (1). A electroforese foi realizada em gel de agarose |,2% (p/v). MM -
marcador de massa molecular (1 kb DNA Ladder).

TTGARAGTTAAAGTUGTAACAAGGTCTCLGTTEGTEAACCAGL CAG S BATCATTACCOAGTTTTCAACTCCCAMACCCTTATETGAACCTACCTATCGT 100
TGCTTCGGCGGACTIGCCCOAGCCEGACGUEBACTOGACCAGCEGLCGCLEGEGACCATCAAACTCTTETATTATCAGEATCTTCTGAATACGCCGEAAG 200
CLAARACARATAAATTAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGCTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATCC 200
AGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCECCAGCATTCTEGCECECATGECTETTCGAGEETCATTICAACCETCEACCTCCCTTTSA5GAS 400
GTCEGCGTTEEGGACCGECAGCACATCECCEECCCTEAMATGCAGTGECGECCCOTCLGCOGCGACCTITECCTAGTAAACCAACTEGCACCEGARCCES  5IC

CACGTEGLCACGOOCTARAACALCOAAC TTCTRAALGTTEACCTCCANTCAGGTACGACTACCOGCTOAACTTAAGCATATCAATACGEGEGAGGEAA 560

Figura 2 - Sequéncia nucleotidica da regido ITS do rfDNA de Beauveria bassiana. A regido correspondente ao gene de rRINA
585 encontra-se sombreada a cinzento.As regides nao codificantes ITS| e ITS2 encontram-se, respectivamente, imediata-
mente antes (1-215) e depois (385-599) do gene 5,85 Os ndmeros a direita referem-se aos nucleotidos.
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B .3 PROTECCAD QUIMICA. MEDIDAS INDIRECTAS E OUTROS MEIOS DE LUTA

Figura 3 - Aspecto de pupa de traga-da-oliveira parasitada por Beauveria bassiana (A) e aspecto macroscopico de coldnias
isoladas de B. bussiana, incubadas em meio PDA (B).

Figura 4 - Aspeclos esteromicroscépicos (A, B) e microscpicos (C-F) de Beauvena bassiana. Aspecto das calonias de
8. bassiana em meio PDA (A) e de conididforos (B, D, E: setas com trago simples) onde sio produzidos conidios (C). As hifas
apresentam-se septadas (F; seta com trago duplo). Ampliacao 10x (A) e 70x (B). Barra |0um (C-F).




