Beauveria bassiana, fungo entomopatogénico da traca-da-oliveira
em Trds-os-Montes: caracterizagdo morfoldgica e molecular
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Introdugdo e objectivos

A traga-da-oliveira, Prays oleae (Bern.), € uma praga chave da
oliveira na regido de Tras-os-Montes. Uma possivel alternativa a
luta quimica contra esta praga, reside na utilizagdo de fungos
entomopatogénicos (FE). Contudo, a presenca e expressédo destes
fungos em Portugal é praticamente desconhecida. Recentemente

foi efectuado o isolamento in vitro de fungos, associados a pupas
de traca-da-oliveira parasitadas, provenientes de olivais localizados
na regido de Tras-os-Montes.

No presente trabalho pretendeu-se caracterizar morfologicamente e
molecularmente um dos isolados obtidos — Beauveria bassiana.

Material e métodos

Os isolados fungicos foram O
obtidos a partir de pupas de
tragca-da-oliveira parasitadas,
colhidas em vérios olivais na
regido de Tras-os-Montes, em
2007.

Fig. 1-Aspecto de pupa de traga-da-oliveira parasitada

incubadas em meio PDA

isolamento in vitro dos Identificacdo _molecular:  amplificacéo

fungos foi efectuado em meio termociclica da regido espagadora
mm) PDA contendo == transcrita interna (ITS) do rDN_A_ n_uclear,
cloranfenicol. utilizando o par de iniciadores
ITSSFO e ITS4RE [1].

Fig. 2 - Aspecto de Caracter,izgréo morfoldgica: a’vgliagéo das
coldnias de 8. bassiana caracteristicas macroscoépicas e

microscoépicas.

Resultados

ob) PIR

Apo6s amplificacdo termociclica da regido
ITS, utilizando ITS5FO e ITS4RE, foi obtido
um Unico fragmento de 600 pb (Fig. 3)

Esta sequéncia compreende 599 pb e inclui
a regido ITS1 (com 215 pb), ITS2 (com

214 pb) e a regido correspondente ao gene 1000

5,8S com 170 pb (sombreado a cinzento na égg
Fig. 4). Ambas as regibes ITS1 e ITS2 nédo 253/250

se encontram completas, devido a utilizagao
dos iniciadores ITS5FO e ITS4RE.

Fig. 3 - Andlise electroforética dos produtos resultantes da amplificagdo de
DNA gendmico de Beauveria bassiana, na presenga dos iniciadores nucleotidicos
ITS5F0 e ITS4RE (1). A electroforese foi realizada em gel de agarose 1,2%
(p/v). MM - marcador de massa molecular (1 kb DNA Ladder).
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Fig. 4 - Sequéncia nucleotidica da regido ITS do rDNA de Beauveria bassiana. A
regido correspondente ao gene de rRNA 5,85 encontra-se sombreada a cinzento. As
regides ndo codificantes IT5! e ITS52 encontram-se, respectivamente,
imediatamente antes (1-215) e depois (385-599) do gene 5,85. Os niimeros a direita
referem-se aos nucleétidos.

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.

Conclusoes

A andlise molecular e morfolégica de isolados flangicos
provenientes de pupas parasitadas de tragca-da-oliveira,
colhidas em olivais na regido de Tras-os-Montes, permitiu a
identificagdo do fungo entomopatogénico, B. bassiana. A sua
presencga vem abrir novas perspectivas para a luta biolégica
contra esta importante praga do olival.
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Identificacdo molecular Caracterizagdo morfoldgica

A observacdo esteromicroscopica das colénias de B. bassiana
evidenciou a presenca de uma enorme quantidade de monticulos
brancos pulverulentos com projecgdo aérea (Fig. 5A, B),
correspondendo a aglomerados de conidi6foros.

A observagcdo microscopica revelou que as hifas de B.
bassiana apresentavam-se septadas, hialinas, com paredes
finas, e com um diametro médio de 2,5 um (fig. 5F). No micélio
foi possivel observar hifas verticais, que apresentavam na sua
extremidade conidiéforos simples ou ramificados, onde eram
produzidos os esporos (conidios) (fig. 5D, E). Os conidios eram
ovoides ou globulosos, hialinos, e com um diametro variavel de
2-4pm (fig. 5C).

Fig. 5 - Aspectos esteromicroscépicos (A, B) e microscépicos (C-F) de Beauveria
bassiana. Aspecto das colénias de B bassiana em meio PDA (A) e de conidiéforos (B, D,
E: setas com trago simples) onde sdo produzidos conidios (C). As hifas apresentam-se
septadas (F; seta com trago duplo). Ampliagdo 10x (A) e 70x (B). Barra 10um (C-F).
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