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RESUMO:

Foram analisadas vinte linhagens de Beauveria bassiana isoladas de diferentes
regibes e hospedeiros, quanto ao perfil de DNA, através da analise da regido ITS do
rDNA, de RAPD e Intron, para avaliacdo da diversidade genética e auxilio na
caracterizacdo. A regido ITS1-5.8s-ITS2 do rDNA foram digeridas com as enzimas
Eco RI, Dra I, Msp | e Hae lll, onde a Eco Rl e Dra | ndo apresentaram sitio de
restricdio e a Hae Il e Msp | ndo apresentaram polimorfismo entre as linhagens,
confirmando a espécie estudada. Para RAPD foram selecionados cinco primers
OPX17, OPW4, OPW7, OPW19, 0PW20, que produziram um total de 442 bandas. Os
dados obtidos foram submetidos a analise estatistica pelo programa NTSYS.PC e
construida uma matriz de similaridade utilizando o coeficiente de Jaccard, que gerou
um dendrograma atravées do método de agrupamento UPGMA. A similaridade foi em
torno de 70%. A andlise do dendrograma mostrou a formacdo de quatro grupos, onde
ndo houve correlagdo com o hospedeiro ou origem geografica, embora duas
linhagens isoladas de Nezara viridula e duas de Deois flavopicta tenham mostrado
maior nivel de similaridade. Os dados obtidos pela analise de Intron, mostraram o

aparecimento de cinco grupos.



ABSTRACT

To characterize and investigate genetic diversity twenty strains of Beauveria bassiana
isolated from different hosts and region, were analysed according b their DNA profiles
through ITS region of rDNA, RAPD(Randon Amplified Polymorphic DNA) and Intron.
ITS analyses were conducted by restriction enzyme digestion of the amplified region
using the primers ITS4 and ITS5. Data obtained from analysis of Intron showed five
distinct groups of strains. No restriction sites were found when DNA was treated with
Eco RI and Dra | enzymes. Msp | and Hae Il digested the amplicon, but no
polimorphisms among strains was found. Five primers were selected for RAPD:
OPX17, OPW4, OPW7, OPW19, OPW20, wich produced 442 bands and the data
obtained from the total number of bands were submited to statisthical analysis using
the NTSYS.PC program and obtained a similarity matriz by the Jaccard coefficient
generating a dendrogram trough UPGMA method. Similarity was 70%. The
dendrogram general analyses showed the formation of four groups. The results
allowed to infer that B. bassiana strains did not group according to the host or

geographic origin.
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1. INTRODUCAO

O controle biolégico de insetos por fungos tem evoluido muito nos
Ultimos anos, e tem contribuido para o equilibrio ambiental. As pragas que dizimam
inmeros cultivares em todo o mundo, podem ser controladas por meio de organismos
existentes na natureza, que sdo chamados de inimigos naturais(ALVES, 1998). O
controle biologico é bem aceito por ser econdémico e duradouro, além de nao
comprometer o ecossistema e a satide humana (MAGALHAES & FARIA, 1996).

Os fungos foram os primeiros patogenos de insetos a serem utilizados
de forma racional e econémica no controle biolégico. Aproximadamente 80% das
doencas de insetos tém como agente etiologico, os fungos. Destes, cerca de 90
géneros e mais de 700 espécies estdo relacionadas a essas patologias de insetos. A
maioria dos fungos entomopatogénicos ja relatados ocorre no Brasil sendo que
desses, mais de 20 incidem sobre pragas de importancia econémica (ALVES, 1998;
BITTENCOURT, 2000; MAGALHAES et al.,2000; ATHAYDE et al., 2001).

Espécies do género Beauveria Vuillemin sdo bastante estudadas e
apresentam importancia no controle biolégico, atuando com eficiéncia no controle
integrado insetos-pragas. As espécies desse género que apresentam eficiéncia contra
os insetos sdo B. bassiana (Bals.) Vuill e B. brongniartii (Sacc) Petch. B. bassiana é
de ocorréncia cosmopolita, sendo freqliente tanto sobre insetos quanto em amostras
de solo, onde pode subsistir por longo tempo como saprébios. Em condi¢cbes de
laboratorio, coloniza mais de 200 espécies de insetos, sendo que no campo ocorre de
forma endozodtica e epizodtica em Coleoptera, Lepidoptera, Hemiptera, e em
ocorréncia endozodtica sobre Diptera, Heminoptera e Ortoptera (ALVES, 1998). B.
bassiana tem o ciclo parassexual descrito (PACCOLA-MEIRELLES & AZEVEDO,

1991), o que possibilita e viabiliza os estudos genéticos.
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Devido ao valor dos fungos entomopatogénicos como agentes no
controle biolégico, a caracterizagcdo destes € muito importante, sendo possivel
discriminar os isolados por meio do conhecimento de seu padrao de
comportamento e do seu genoma. A caracterizagdo auxilia, também o processo
de reconhecimento da espécie, quando esta ndo é bem definida (NEUVEGLISE et
al., 1994). A caracterizagdo de linhagens é muito importante nos estudos de
epizootiologia e distribuicdo espago-temporal, permitindo avaliar sua capacidade
de recombinacao.

Varios recursos sdo utilizados para identificacdo e caracterizagcdo de
fungos. Todos os aspectos devem ser levados em consideracao,incluindo os
morfolégicos, os fisioldgicos e 0s comportamentais, como viruléncia, taxa de
crescimento e producdo de conidios, que tém permitido uma melhor discriminacéo
de isolados principalmente de Metarhizium e Beauveria (LEAL, 1996; ALVES et al.,
1998).

Nos ultimos anos as técnicas de genética molecular vém sendo
aplicadas para solucionar questdes de taxonomia, identificacdo e variagdo genética
em fungos entomopatogénicos (CLARKSON, 1992; KHACHATOURIANS, 1996).
RAPD ¢é utilizada na diferenciacdo entre os isolados (FEGAN et al, 1993;
BIDOCKA et al., 1994; URTZ & RICE, 1997; LEAL et al., 2000), a analise do DNA
ribossomal e mitocondrial (HEGEDUS & KHACHATOURIANS, 1993) ¢é
extensivamente aplicada para andlise de variabilidade (FUNGARO & VIEIRA,
1998) e para identificacdo de espécies e isolados (LEAL et al.,1994; BERRETA et
al., 1998).

O presente trabalho teve por objetivo analisar e determinar a
diversidade genética entre linhagens de B. bassiana obtidas de regides e

hospedeiros distintos, por meio de marcadores moleculares.
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2. Reviséo de Literatura:
2.1. Taxonomia e Biologia de Beauveria bassiana

A espécie-tipo Beauveria bassiana (Bals.) Vuill foi descrita pela
primeira vez em 1853 por Balsamo com o nome Botrytis bassiana, quando o
mesmo demonstrou que a doenca chamada “Muscardine “ branca sobre Bombyx
mori, 0 bicho-da-seda, era causada por um fungo. Apds muitos estudos realizados,
verificou-se que as caracteristicas ndo eram de Botrytis. Em 1912, Vuillemin
reestudou o fungo e criou a espécie Beauveria bassiana (Balsamo) Vuillemin
(BENHAM & MIRANDA, 1953), que permanece assim denominada até os dias
atuais.

BENHAM & MIRANDA(1953) consideraram quatro espécies do
género Beauveria: B. bassiana (Balsamo) Vuillemin, B. effusa (Beuaverie)
Vuillemin, B. densa (link) Picard e B. globulifera (Spegazzini) Picard.

Em 1972, DE HOOG reorganizou o género e considerou apenas trés
espécies: B. Bassiana (Balsamo) Vuillemin, B. brongniarti(= B. Tenella) (Saccard)
Petch e B. alba (Limber) Saccas.

Com base na classificacdo de ALEXOPOULOS & MIMS (1979) o
fungo Beauveria bassiana encontra-se na seguinte categoria taxonémica:

REINO: Myceteae

DIVISAO: Amastigomycota
SUBDIVISAQ: Deuteromycotina
CLASSE-FORMA: Deuteromycetes
SUBCLASSE-FORMA: Hyphomycetidae
ORDEM-FORMA: Moniliales
FAMILIA-FORMA: Moniliaceae
GENERO-FORMA: Beauveria
ESPECIE-FORMA: Beauveria bassiana

Atualmente a tendéncia é ndo se aceitar essa classificacdo e adotar
esses fungos que ndo apresentam fase sexuada como anamorfos de Ascomycota
ou Basidiomycota ( KENDRICK ,1996).
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SAMSON (1981) considerou duas espécies de Beauveria que atacam
com maior freqiiéncia os insetos, B. bassiana e B. brongniarti. Elas séao
diferenciadas pelas caracteristicas morfologicas:a primeira apresenta conidiéforos
formando densos cachos e a segunda conidiéforos escassos e raramente em
cachos. No ano seguinte, mais duas espécies novas foram reconhecidas
(SAMSON & EVANS, 1982): B. velata Samson & Evans de conidios verrucosos e
B. amorpha (Hohn) SMASON & EVANS de conidios lisos.

O fungo B. bassiana é um parasita facultativo, pois apresenta durante
seu ciclo biolégico uma fase parasitaria e outra ndo parasitaria. A germinacdo de
seus conidios ocorre em qualquer regido da cuticula do hospedeiro e os tubos
germinativos penetram através da cuticula apdés aproximadamente, dezoito horas
da infec¢do. Ocorrida a penetracdo, o micélio atinge a hemolinfa do inseto onde
sdo formadas estruturas leveduriformes, originadas por diferenciacdo micelial. Apés
a colonizacdo do hospedeiro, as hifas emergem para o exterior, onde se
desenvolvem os conidiéforos e os conidios que se dispersam no ar (PACCOLA-
MEIRELLES, 1988).

LUNA-ALVES LIMA (1989a,1989b) verificou a ocorréncia de
estruturas leveduriformes uni e binucleadas tanto em B. bassiana quanto em B.
brongniartti. Verificou também a conidiogénese de B. bassiana que segue o modelo
fialidico simpodial, onde um nucleo migra da célula conidiogénica para o primordio
do conidio.

A citologia desta espécie foi também estudada por LUNA- ALVES
LIMA & TIGANO (1989) onde investigaram a ocorréncia das estruturas
leveduriformes em meio liquido e na hemolinfa de Spodoptera furgiperda e
observaram uma grande variagdo citoldgica dessas estruturas tanto em meio
liquido quanto na hemolinfa desse inseto. Citaram que as estruturas leveduriformes
se formam a partir da germinacdo dos conidios, dezesseis horas apds a
inoculacdo, e que ‘in vitro’ essas estruturas eram uni e binucleadas e na hemolinfa
do inseto eram maiores e multinucleadas.
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PACCOLA-MEIRELLES & AZEVEDO (1991) descreveram um tipo de
parassexualidade em B. bassiana. Os autores relataram que dipléides ndo séo
isolados, mas o0s recombinantes hapldides sdo diretamente formados do
heterocario entre as linhagens auxotroficas e sugeriram que esse fenébmeno se da
devido a ocorréncia da parameiose descrita anteriormente em outros fungos
(BONATELLI Jr. et al., 1983, SILVEIRA & AZEVEDO, 1987).

Parassexualidade foi também descrita em B. bassiana via fusdo de
protoplastos (PACCOLA-MEIRELLES & AZEVEDO, 1994) e BELLO & PACCOLA
MEIRELLES (1998) realizaram um mapeamento genético do mesmo fungo,
utilizando a parassexualidade anteriormente descrita.

GUARANA (1992) em estudos sobre a condicdo nuclear em B.
bassiana, isolada de Cosmopolitus sordidus, verificou que o0s conidios se
apresentaram uninucleados, enquanto as hifas e as estruturas leveduriformes se
apresentaram uni, bi e trinucleadas.O mesmo autor também analisou a atividade
amilolitica, lipolitica e proteolitica. Os resultados demonstraram semelhanga entre
a producdo de amilase e lipase, e diferenca quanto a producéo de proteases.

PAIVA et al. (1996) estudaram vérias linhagens de B. bassiana
preservadas em 6leo mineral e recém isoladas de insetos e verificaram que todas
apresentaram conidios e estruturas vegetativas uninucleadas. N&o encontraram
alteracdo citolégica entre as linhagens, o que demonstra um alto grau de
preservacao do genoma deste fungo.

AZEVEDO (1996) relatou que os aspectos da biologia tém sido
estudados e que uma grande variabilidade genética foi detectada em B. bassiana.
Esta variacdo ocorre na populacdo deste fungo, no aspecto da patogenicidade,

morfologia e da producéo de enzimas, devido a ocorréncia da parassexualidade.
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2.2. Importancia: Patogenicidade e Controle Bioldgico por B. bassiana

B. bassiana se destaca como agente no controle biolégico de insetos
pelo grande nimero de insetos que parasita de importancia econémica, juntamente
com Metarhizium anisopliae sdo as espécies mais estudadas e utlizadas no
controle de pragas.

QUINTELA et al. (1994) avaliaram o efeito de aplicacbes de B.
bassiana e M. anisopliae no solo ao nivel de campo sobre larvas de Chalcodermis
bimaculatus em cultura de caupi ¥igna ungiculata ) e sua persisténcia no solo. Os
resultados indicaram que M. anisopliae e B. bassiana promoveram em C.
bimaculatus um controle de aproximadamente 30-50% e que a persisténcia dos
fungos é suficiente para manter este nivel de controle com uma Unica aplicacao.

MALAGODI & VEIGA (1995) estudaram a patogenicidade de M.
anisopliae e B. bassiana sobre o cupim Nasutitermes sp, uma importante praga da
cana-de-acUucar, em Pernambuco. Os resultados indicaram que M. anisopliae e B.
bassiana foram patogénicos e a mortalidade foi crescente em relagdo ao tempo
apos a inoculacéo e ao aumento da concentracao.

VILAS-BOAS et al. (1996) estudaram linhagens selvagens e
mutantes de M. anisopliae e B. bassiana em adultos de Callosobruchus maculatus.
Utilizaram cinco linhagens de M. anisopliae, e duas de B. bassiana,entre as
linhagens mutantes e as selvagens, testadas nas concentracdes 10°, 106, 10" e 10°
conidios/mL, C. maculatus foi mais suscetivel a B. bassiana do que a M. anisopliae.
PACCOLA-MEIRELLES (1997) obtiveram mutantes resistentes a luz ultra-violeta
em B. bassiana e comprovaram sua patogenicidade com linhagens selvagens em
Diatraea saccharalis.

ALVES (1998) relatou como exemplo significativo a utilizacdo de B.
bassiana no controle de Ostrinia nubilalis, na China. O programa de aplicagdo
desse fungo teve inicio em 1977, atingindo uma area de 400.000 hectares de
plantacdo de milho. Antes da aplicacdo desse patégeno, os danos causados nas
plantacdes eram de 60%. Apds cinco anos de implantacdo do programa, os danos
foram reduzidos a apenas 2% (HUSSEY & TINSLEY, 1981).
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ATAHYDE et al. (1999a; 1999b ) estudaram a patogenicidade “in
vitro” de B. bassiana e M.anisopliae, sob fémeas ingurgitadas de Rhipicephalus
sanguineus no semi-arido paraibano e detectaram 80% de mortalidade que
correspondeu ao controle de 99,99%, demonstrando assim, a eficiéncia desse
fungo, nas investigag6es sobre o controle dessa praga.

TAMAI et al. (1999) avaliaram a patogencidade de B. bassiana ao
acaro Tetranychus urticae, desenvolvido a 25+ 2°C, 70+5% UR e 12% de fosfatase,
utilizando-se fémeas recém emergidas. Os acaros foram mantidos durante seis
dias em discos de folhas de Canavalia ensiformis inoculadas com B. bassiana,
isolado 447, nas concentracdes 5x10’, 1x10® e 1x10° conidios/mL. Este isolado se
mostrou patogénico a T. urticae apresentando um aumento nos valores de
mortalidade acumulada(total, corrigida e confirmada) a medida que a suspenséo de
conidios se tornou mais concentrada. Nas seis concentragdes testadas, os valores
de mortalidade corrigidos ao sexto dia, foram inferiores a 50%, sendo observados
apenas na concentracéo de 1x10°conidios/mL, mortalidade total superior a 50%.

ATHAYDE et al. (2001) avaliaram a patogenicidade in vitro de M.
anisopliae, M. flavoviride e B. bassiana sobre ovos de Boophilus microplus
oriundos de fémeas selvagens, a temperatura ambiente. Os grupos tratados com o
M anisopliae mostraram 45,5 dias como perido de incubacdo, 13 dias como
periodo de eclosdo e percentual de eclosdo de 9,75%. Para os grupos tratados
com M. flavoviride e B. bassiana foi observado os seguintes valores 50,35 dias, 15
dias, 10% e 30,5 dias, 9,5 dias, 7,75% respectivamente, Os resultados confirmaram
a patogenicidade de M. anisopliae e B. bassiana, ressaltando a acdo do M.
flavoviride, demonstrando assim, mais uma possivel alternativa para o controle
biolégico do B. microplus.

PIMENTEL et al. (2002) isolaram linhagens de B. bassiana como
endofiticas em milho e verificaram por testes moleculares (RAPD e rDNA) que elas
embora da mesma espécie, diferiram das linhagens convencionalmente usadas.
Entretanto, foram extremamente eficientes no controle da praga de milho

Spodoptera fugiperda “in vitro”.
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2.3. Marcadores Moleculares: para analise do DNA gendmico em fungos

A variabilidade é o principio bésico para os estudos genéticos, o que
possibilita a analise da herangca genética, com o0 intuito de novas
recombinacfes(FERREIRA & GRATTAPAGLIA, 1998).

Com o0s avancos na biologia molecular, modernas e poderosas
técnicas moleculares surgiram. Entre elas, a PCR (Polimerase Chain Reaction)
que tém contribuido para a deteccdo da variabilidade genética em diversos
organismos, principalmente entre fungos.

As técnicas baseadas em marcadores de DNA apresentam muitas
vantagens revelando diretamente a variabilidade genética, ndo estando sujeitas &
influéncias do meio ambiente como também néo apresentam variacdo em funcéo
do estagio de desenvolvimento do organismo e do tipo de tecido utilizado
(PUTERKA et al., 1993). Além de contribuir na avaliacdo da variabilidade séo Uteis
na conducdo de trabalhos de melhoramento genético, auxiliam na caracterizacdo
de linhagens, na taxonomia e na filogenia de fungos (PACCOLA-MEIRELLES,
1988; MAJER et al.,1996; AZEVEDO, 1998a,1998b; DRIVER et al., 2000;
STUMMER et al., 2000)

Muitas pesquisas sobre o assunto surgiram e SAIKI et al (1985),
descreveram a técnica de reacdo em cadeia da polimerase que permite a
amplificacdo de DNA, pela ligacdo de oligonucleotideos a regides que delimitam
determinada sequiéncia de DNA. Esta técnica possibilitou a obtencdo “in vitro” de
varias copias de um segmento especifico de DNA, contribuindo para o
aprimoramento das pesquisas.

A técnica PCR explora a capacidade de duplicacdo do DNA. Uma fita
simples de DNA €& usada como molde para a sintese de novas cadeias
complementares sob a acdo da enzima polimerase do DNA, capaz de adicionar os
nucleotideos presentes na reacdo, segundo a fita molde. A polimerase do DNA
requer, entretanto, um “ponto de inicio” ligado a fita molde que servira de apoio
para que os nucleotideos subseqiientes sejam adicionados. Esse ponto de inicio
da sintese é fornecido por um oligonucleotideo que se anela afita molde simples, o
qgual é denominado de iniciador ou primer. Ambas fitas simples iniciais servem de

fita molde para a sintese, desde que se forneca primers especificos a cada uma
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delas. Dessa forma, a regido do DNA genbmico a ser sintetizada é definida pelos
primers, que se anelam especificamente & suas sequéncias complementares na
fita molde, delimitando o fragmento de DNA que se deseja amplificar.

O ensaio consiste em adicionar em um tubo préprio para PCR, uma
guantidade muito pequena do DNA gendmico, mais os quatro nucleotideos que
compdem a cadeia de DNA (dCTP, dATP, dGTP e dTTP), a enzima polimerase do
DNA, os oligonucleotideos que servirdo de primers e a solugdo tampdo, que
fornecera as condicdes de pH e salinidade para que a sintese se processe. O tubo
de ensaio € submetido a uma alta temperatura (geralmente 94°C por 5 min) para
provocar o rompimento das pontes de hidrogénio entre ambas as cadeias de DNA,
causando a desnaturacdo da molécula. A temperatura é rebaixada (30 a 60°C por
30seg) quando, entdo, os primers tém a oportunidade de se anelarem & suas
seqiiéncias complementares do DNA genbmico. Finalmente, a temperatura é
elevada para 72°C(por 2 a 5 min), temperatura ideal para que a polimerase do DNA
utilizada na reacdo atue, dirigindo a sintese de novas cadeias. Repetindo-se esses
trés passos, desnaturacdo, anelamento e sintese por cerca de 30-40 ciclos,
serdo produzidas mais de 250 milhdes de coOpias de uma determinada seqiiéncia
de DNA em fita dupla, uma vez que o numero de cépias cresce de modo
exponencial a cada ciclo (WILLIAMS et al.,, 1990; FERREIRA & GRATTAPAGLIA,
1998). E uma técnica simples, desde que as reacBes estejam padronizadas. O tubo
com a reacdo € incubado em aparelho que controla automaticamente as mudancas
de temperatura de cada dclo (FOSTER et al., 1993;FARAH, 1997). Com base nos
principios da PCR, WILLIAMS et al. (1990) e WELSH & McCLELLAND (1990)
descreveram um nova técnica de marcadores moleculares, baseada na
amplificacdo, que ndo requer conhecimento prévio da seqiéncia alvo do DNA. Esta
técnica chamada RAPD (Random Amplified Polymorphic ) tem como principal
caracteristica,a ampliacdo ao acaso de segmentos de DNA com um Unico primer
de sequéncia arbitraria. A amplificacdo através desta técnica acontecera quando a
seqliéncia arbitraria do nucleotideo utilizado, reconhecer os sitios de homologia
nas fitas do DNA molde, sendo uma delas com orientagdo invertida, dentro do
intervalo limite da PCR— 4Kb.
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A técnica de RAPD tem aplicacdo bastante variada, como
mapeamento genético, verificacdo da variabilidade genética, estudos de taxonomia,
entre outras, e tem sido muito utilizada no estudo da variabilidade ou polimorfismo
genético e na caracterizacao de linhagens de fungos de uma mesma espécie.

BIDOCHKA et al. (1994) utilizaram narcadores RAPD em estudos de
variabilidade genética entre linhagens de Metarhizium anisopliae, M. flavoviride e B.
bassiana. Os resultados mostraram que M. flavoviride apresentou pouca
vairabilidade intraespecifica (75% de similaridade) quando comparado ao M.
anisopliae (menos de 25% das bandas foram comuns entre as linhagens). O alto
nivel de variabilidade genética apresentado pela espécie M. anisopliae foi
semelhante a variabilidade total entre B. bassiana , M. flavoviride e M. anisopliae.
Esses dados sugerem que M. anisopliae pode pertencer a um grupo de espécies
cripticas, onde existem linhagens geneticamente distintas, e que sofreram uma
evolucdo divergente a partir de um ancestral comum. Em contrapartida
M.flavoviride sugere uma origem clonal para as varias linhagens encontradas. Essa
natureza clonal, segundo os autores, mostra uma origem comum e, talvez uma
histéria evolucionaria recente, em comparacao com M. anisopliae.

TIGANO-MILANI et al. (1995) utilizaram a técnica de RAPD para
andlise inter e intra-especifica do género Paecilomyces, assim como para a
realizacdo de estudos epizootiologicos de P. fumosoroseus. Uma grande
heterogeneidade foi detectada entre linhagens desse fungo. Apesar da baixa
homogeneidade observada entre as linhagens isoladas da mosca-branca (Bemisia
tabaci diferentes gendtipos foram identificados entre os isolados das populacdes

epizodticas de P. fumosoroseus nesse inseto.
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AZEVEDO (1996) estudou a variabilidade genética entre isolados de
B. bassiana obtidos na Regido Nordeste do Brasil através de RAPD. Os seis
primers produziram um total de 136 bandas diferentes. Dentre estas, 9,5% foram
monomoficas, enquanto 90,5% foram polimérficas, pois pelo menos um isolado ndo
apresentou a banda. Os resultados sugeriram que exisie variabilidade genética
entre os isolados de B. bassiana, mas também existe uma homogeneidade entre
os isolados coletados de uma mesma espécie de insetos.

MAURER et al. (1997) estudaram trinta e oito amostras de B.
bassiana, isoladas de diversas espécies de insetos, originadas de varias regides,
através das técnicas de RFLP e RAPD. Os resultados indicaram que houve
formacdo de grupos similares e que o0s mesmos demonstraram claramente
especificidade entre a populacdo de B. bassiana e algumas espécies de
hospedeiros. Neste mesmo ano URTZ et al (1997) utilizaram RAPD para examinar
a variabilidade genética entre amostras de B. bassiana que foram isoladas de
Lissorhuptrus oryzophilus (gorgulho do arroz), no Sudoeste da Louisiania. Os
autores revelaram que houve formacéo de dois grupos com niveis de similaridade
diferentes; o primeiro consistindo de treze isolados, que apresentaram um indice de
similaridade em torno de 95%, enquanto o segundo demonstrou 91% de
similaridade. Das quatro amostras de B. bassiana isoladas do solo, duas foram
incluidas no primeiro grupo, e uma, no segundo. A quarta amostra ndo apresentou
similaridade com nenhum dos dois grupos.

BERRETA et al. (1998) detectaram através do RAPD a diversidade
genética entre isolados de B. bassiana da Argentina e do Brasil. As bandas
geradas apresentaram alta resolucéo, cada isolado exibiu um gendtipo distinto. Os
grupos analisados mostraram um alto nivel de variabilidade entre estes gendétipos.
Nao foi detectada correlacdo com a origem geografica ou hospedeiro. Entretanto,
um grupo com 80% de similaridade representou os isolados com alta viruléncia
sobre Diatraea saccharalis.

CASTRILLO & BROOKS (1998) utilizaram isoenzimas e RAPD para
diferenciar 24 linhagens de B. bassiana coletadas de Alphtobius diaperinus de aves
domésticas no Norte da Carolina e Oeste da Virginia. Nove enzimas foram
utilizadas, das quais fosfatase alcalina e a e b- esterase, e glicose fosfatase
mostraram maior nimero de bandas . Um total de 26 bandas de isoenzimas foram

geradas por 4 enzimas que separaram as 24 linhagens em 14 classes. Em RAPD,
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0s primers selecionados produziram 141 bandas, e as 24 linhagens foram
agrupadas em uma Unica classe. Ambos o0s sistemas se mostraram habeis para
deteccdo de variacdo entre as linhagens das diferentes regides (Norte da Carolina
e Oeste da Virginia). A variagdo foi detectada ndo s6 dentro e entre as linhagens
de diferentes regides, mas entre linhagens coletadas de um mesmo hospedeiro.

LUZ et al. (1998) testaram 23 isolados de B. bassiana e 13 de M.
anisopliae em ninfas de Triatoma infestans no terceiro instar. A patogencidade foi
testada a umidade saturada, demonstrando que este inseto é muito suscetivel a
infeccdo fungica. Houve uma viruléncia diferencial a 50% de umidade entre os
isolados de B. bassiana que ndo foi correlacionada ao agrupamento através da
andlise de RAPD. Na realidade os isolados analisados de B.bassiana
apresentaram uma alta homogeneidade (73% de semelhanca).

CASTRILLO et al. (1999) conduziram um estudo para avaliar a
variagdo genética entre populacbes de B. bassiana associada a Alphitobius
diaperinus usando marcadores de RAPD. Os 10 primers utilizados foram suficiente
para demonstrar variagdo entre as linhagens.

DEVI et al. (2001) avaliaram a viruléncia de vinte isolados no estagio
larval de Chilo partillus em bioensaios e seu DNA através de RAPD-PCR. Trés
categorias de agressividade foram encontradas: isolados que causaram
mortalidade > 70%, entre 70 e 40% de mortalidade e < 40%, sendo agrupadas
como altamente, médio e baixo agressivos, respectivamente. Em analise de
RAPD, 30% de variabilidade foi observado entre os isolados, os quais foram
agregados em trés grupos maiores. Os grupos baseados na avaliacdo de viruléncia
ndo foram iguais aos grupos avaliados no RAPD. Um dos isolados altamente
agressivos juntou-se com isolados menos agressivos, e 0 outro com isolados de
média agressividade.

Andlise de rDNA tem sido extensivamente utilizada para estudo de
variabilidade genética (FUNGARO, 1998) e para identificacdo de espécies e de
isolados incluindo fungos entomopatogénicos (FUNGARO et al, 1996;
CRAVANZOLA et al, 1997; BERRETA et al, 1998, PIATTI et al, 1998).
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NEUVEGLISE et al. (1994) estudaram a variacdo no DNA ribossomal
em 28 linhagens de B. brongniarti e 2 de B. bassiana, isoladas de diferentes
hospedeiros e regibes. As regides ITS1 e ITS2 analisadas revelaram um alto grau
de polimorfismo entre as linhagens de B. brongniarti e a separacdo das mesmas
em sete grupos, mostrando claramente a distancia entre as espécies.

GLARE & INWOOD (1998) estudaram espécies de B. bassiana da
Nova Zelandia comparando-as com isolados de outros paises através de
caracteres morfolégicos e genéticos. Os isolados da Nova Zelandia foram divididos
em B. bassiana e B. lrongniarti com base na dimenséo dos conidios; os isolados
de conidios longos foram classificados como B. brongniarti, e os isolados de
conidios menores e esféricos corresponderam a B. bassiana. Na andlise de RAPD
foram utilizados 10 primers que produziram 330 bandas separando os isolados em
4 grupos:um heterogéneo com linhagens de B. bassiana e B. brongniarti da Nova
Zelandia e outros paises, um s6 com B. brongniarti da Nova Zelandia, outro
contendo somente B. bassiana da Nova Zelandia e um outro com outras espécies
de Beauveria (B. velata, B. caledonica, B. amorpha e B. vermiconia). A andlise da
regido ITS do rDNA confirmou a existéncia de um grupo de isolados de B. bassiana
da Nova Zelandia geneticamente distinto.

AZEVEDO et al. (2000) utilizaram RAPD e ITS para investigar a
variabilidade molecular entre isolados de Paecilomyces e para identificar cinco
isolados morfologicamente atipicos, obtidos da mosca-branca, que possuiam
alguma semelhanca com P. fumosoroseus. O produto de amplificacdo do ITS dos
cinco isolados, nao identificados, deu origem aos padrdes idénticos aos das
linhagens de P. fumosoroseus utilizadas como referéncia. A variabilidade
observada nos perfis de RAPD foi suficiente para discriminar todos os isolados. A
similaridade genética entre os isolados ndo identificados e as linhagens de P.
fumosoroseus foi maior do que aquela observada entre as linhagens referéncia

desta espécie.
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DRIVER et al. (2000) utlizaram as técnicas de RAPD e
sequenciamento da regido ITS do rDNa, em revisdo bre a taxonomia do género
Metarhizium. Com base nas investigacdes, incluiram M. anisopliae, M. flavoviride e
M. album , através da andlise da seqiéncia ITS distinguiram novas variedades M.
anisopliae var. lepdiotum e M. anisopliae var. acridum e organizaram dentro das
espécies e suas variedades 10 grupos altamente diferenciados, demonstrando a
grande diversidade especifica e a complexidade desse género.

HUANG et al. (2002) utilizaram andlise da regido ITS do rDNA de
Cordycepes bassiana e Beauveria bassiana para confirmar o teleomorfo de B.
bassiana. Os resultados mostraram que C. bassiana e B. bassiana tem a mesma
seqléncia de nucleotideos da regido 1TS1-5.8S-ITS2, sugerindo que C. bassiana é
o teleomorfo de B.bassiana.

Também introns se constituem em marcadores moleculares que
podem auxiliar os estudos sobre variabilidade genética. Ocorreu em praticamente
todos os seres vivos, com exceg¢do principalmente da maioria das bactérias e
podem ocorrer nos genomas nuclear, mitocondrial e cloroplastidico (CECH,1988).
Eles podem ser de utilidade na taxonomia e estudos de diversidade entre e dentro
de espécies.

NEUVEGLISE et al. (1997) em estudos da regido ITS do rDNA e do
intron de 47 linhagens de Beauveria brongniarti , 2 de B. bassiana e 1 de
Metarhizium anisopliae de diferentes origens geograficas e biolégicas, encontraram
14 formas variantes de intron diferindo em tamanho e padrdo de restricdo, em 4
posicdes diferentes.

MAVRIDOU et al. (2000) identificaram introns em trés posi¢cdes na
regido 28s do rDNA do fungo entomopatogénico M. anisopliae var. anisopliae
usando primers heterdlogos do gene 28s do rDNA de Verticilium dahliae. Os
produtos de PCR obtidos revelaram a presenca de cinco distintos introns,
posicionados em trés diferentes sitios de inser¢ao.

PATARO et al. (2000) avaliaram o polimorfismo entre linhagens de
Saccharomyces cerevisiae de trés destilarias do Brasil. Observaram diferentes
perfis utilizando o primer EI-1 da regido intron grupo I, e detectaram alto grau de

polimorfismo genético entre as linhagens das trés destilarias.
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3. MATERIAL E METODOS:

3.1. LINHAGENS FUNGICAS:

Foram utilizadas 20 linhagens do fungo entomopatogénico Beauveria
bassiana, das quais 15 provenientes da MicotecaURM do Departamento de
Micologia da Universidade Federal de Pernambuco, e 5 da Cole¢do de Cultura de

Fungos Entomopatogénicos do CENARGEN-Brasilia.

Tabela 1. Linhagens de Beauveria bassiana utilizadas para analise de RAPD, Regido ITS do rDNA e
Regido Intron .

REGISTRO ORIGEM HOSPEDEIRO ANO
URM GEOGRAFICA ISOLAMENTO
2912 Parana Cyclonela sanguinea 1987
2913 Parana Nezara viridula 1987
2915 Parana Nezara viridula 1987
2916 Brasilia Coleéptera 1987
2917 Minas Gerais Zulia entreriana 1987
2920 Brasilia Anticarsia genmatalis 1987
2921 Parana Lebia concinna 1987
2923 Parana Deois flavopicta 1987
2924 Brasilia Deois flavopicta 1987
2926 USA Malacosoma americana 1987
2927 Parana Piezodorus guildinii 1988
2929 Parana Deois schach 1988
2930 Parana Euschistus heros 1988
2933 Parana Nezara viridula 1988
2935 Séo Paulo Hypothenemus hampei 1988
4543 Argentina Diabrotica speciosa 1988
4551 Pernambuco Cosmopolites sordidus 1938
4552 Goias Chalcodermus aenus 1988
4553 Goias Lagria villosa 1988

4554 Goias Cerotoma arcuata 1988
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3.2.Meios de Cultura:

3.2.1. Meio Batata-Dextrose-Agar(BDA) — Oxoid

Batata-dextrose-agar 399
Agua destilada 1000mL

O pH foi ajustado para 6,8 .

3.2.2. Meio Minimo Liquido (PONTECORVO et al. 1953)

NaNO;z ..o, 6,09
KH2PO 4 1,59
O S 0,59
MgSO,4.7H20....cueeiviiiiiiiiiiee, 0,59
FESO ..o 0,01g
A £ 51 © ) T 0,01g
GliCOSE ...vvvvveiiieeie e, 10g
Agua destilada g.s.p. ................. 1000mL

O pH foi ajustado para 6,8 .
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3.3. Solucbes e Tampdes:

3.3.1. Solucéo de “Tween 80" 0,1% (v/v)

“Tween 80" .......ceevevvvvnreeenn. 0,1mL
Agua destilada g.s.p. ............ 100mL

A solucdo de “Tween 80" foi distribuida em tubos com tampa(1mL/tubo), mantida a

4°C.

3.3.2. Solucéo de Brometo de Etidio (SAMBROOK et al., 1989)

Brometo de Etidio .................. 0,01g
Agua destilada g.s.p. .............. 10mL

Manipulou-se uma solucdo estoque de 10mg/mL pela adicdo de 1g de brometo de
etidio a 100mL de agua destilada. Esta solucdo foi colocada em um agitador
magnético por uma hora e posteriormente acondicionada em um frasco escuro sob
refrigeracdo(4°C). No momento de uso, 5uL dessa solwzdo foram adicionados a
10ml de TEB-1X.

3.3.3.Tampao Fenol

Foi utilizado o tampéo fenol pronto para uso, fornecido pela Gibco BRL Life

Tecnhologies.
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3.3.4. Solucéo Clorofane

Obtida a partir da mistura de um volume de fenol com um volume de clorofil

na proporgéo 1:1.

3.3.5. Solugéo Clorofil:

Obtida a partir da mistura de cloroférmio e &lcool isoamilico na proporcdo

24:1.

3.3.6. NaCl 0,3M

Agua deionizada g.S.p. ......ccoeeverererenne. 1000mL

A solucao foi esterilizada e mantida a 4°C.

3.3.7. Tris[hidroximetil] aminometano (Tris-HCI 1M) pH 8,0

Trizmabase ......ccccoevviiieeieiiiieee e 121g
Agua deionizada q.S.p. ........ccoceurunenn.. 1000mL

Ao Tris foram adicionados 800mL de agua deionizada e o pH foi ajustado

para 8,0 com HCI concentrado. Depois de adicionado o HCI, a solucdo foi aquecida

e deixada a temperatura ambiente para esfriar, e completou-se para um volume

final de 1000mL.
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3.3.8. Acido Etileno Diamino Tetraacético(EDTA 0,5M) pH 8,0

Agua deionizada g.S.p. .....ccoveveveverererrnnnn 100mL
A solucgéo foi agitada até a completa dissolugdo dos compostos sélidos.

O pH foi ajustado para 8,0 adicionado pastilhas de NaOH. A solucédo foi

esterilizada e mantida a 4°C.

3.3.9. Dodecil Sulfato de Sédio (SDS) 10%

SDS v 20g
Agua deionizada g.s.p............. 200mL

Foram dissolvidos 20g de SDS (Merck) em agua deionizada esterilizada. A

solugdo foi mantida a temperatura ambiente.

3.3.10. Gel da Agarose para Eletroforese de DNA Total (0,8%)

A agarose foi colocada em Erlenmeyer e adicionou-se o TEB-1X. A

suspenséo foi aquecida até total diluigdo.
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3.3.11.Gel de Agarose para Produtos da Regido ITS do rDNA (1%)

A agarose foi colocada em Erlenmeyer e adicionou-se o TEB-1X. A

suspenséo foi aquecida até a total diluicao.

3.3.12 Gel de Agarose para RAPD e Restricdo da Regido ITS rDNA (1,4%)

A agarose foi colocada em Erlemeyer e adicionou-se o TEB-1X. A

suspenséo foi aquecida até a total diluicéo.

3.3.13. Tampéo TE

Tris-HCIIM PH 8,0 e 1mL
EDTA O,5M PH 8,0 .eeiiiiiiieeeee e 1,2mL

O volume foi completado para 100ml com agua deionizada. O tampéo foi

esterilizado e mantido a 4°C.
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3.3.14. Tampéo de Extracdo de DNA para Fungos Filamentosos (RAEDER &
BRODA, 1985).

Tris-HCIAIM e 2,0mL
EDTAOS5MPH 8,0 ..o, 0,5mL
SDS 10% cooveeiiieiiee, 1,0mL
NACIB5M ..o 0,5mL
Agua deionizada g.8.p. .cccoeeveveeererereiennns 6,0mL

O tampao foi preparado somente no momento do uso.

3.3.15. Tampéo TEB 10X pH 8,0

Trizmabase ......cccccocvvveeeieciieee e, 108g
Acido ASCOIDICO ......cccveveeeeeeeeee, 559
EDTA e 20mL

O volume foi acertado para 1000mL com agua deionizada e o pH para 8,0
com HCI concentrado. O tampéo foi esterilizado a 120°C por 15 min e mantido a
4°C. Para uso, foi diluido com &gua deionizada esterilizadada para concentracdo
1X.

3.3.16. Tampéao de Amostra

Azul de bromofenol ...........ccccoeveveveiiiinnns 0,25¢g
[0 | 15¢g
Agua deionizada 0.5.p. ...cccoeeeeeeeiinne 100mL

A solucdo foi aquecida sem atingir o ponto de ebulicdo e estocada em

aliquotas a 4°C.
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3.3.17. Tampao de Amplificacdo 10X, Trizma Taq Polimerase, Mg"*

Tris-HCIpH 8,3 ..o 100mM
MOCL e 15mM
O 500mM

Todos fornecidos pela Gibco BRL da Life Technologies.

O tampao da reacdo de PCR é fornecido 10x concentrado.

A Taq polimerase é fornecida junto com o tampao e vem pronta para uso, ha
concentracdo de 5 unidades por pL.

O Mg™ é um cofator da Taq polimerase, vem na forma de MgCk,

acompanhando a enzima, em uma concentracdo de 50mM.

3.3.18. Oligonucleotideos (Primers)

Foram utilizados primers das caixas OPA, OPW e OPX da Operon
Technologia, para amplificar seqliiéncias de DNA gendmico, comercializados pela
Operon Technologies, CA, USA. Eles foram diluidos a uma concentracdo estoque
de 50uM em tampé&o TE, usando o peso molecular do primer individual informado

pelo fornecedor.

3.3.19. dNTPs

Os dNTPs (desoxinucleotideos trifosfatados) utilizados foram fornecidos
pela GIBCO BRL, separadamente, em concentragbes de 100mM. Para uso, foram
misturadas partes iguais de modo a obter uma diluicdo de concentracdo final
2,5mM. Os dNTPs diluidos foram mantidos a - 20°C.
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3.4. Obtencao de Micélio para Extracdo do DNA Genémico

Aproximadamente 10° conidios de cada linhagem utilizada, proveniente de
tubos com meio BDA (item 3.2.1) foram suspensos em 1ml de “Tween 80"(item
3.3.1) em tubos com tampa. Este volume foi inoculado em frascos de Erlenmeyer
de 250ml contendo 100mL de meio minimo liquido (3.2.2). Apd6s inoculagdo o0s
frascos foram mantidos sob agitacdo de 200 rpm a 37°C por 120 horas. Em
seguida, o micélio foi coletado por filtracdo a vacuo e lavado com agua destilada
autoclavada. Foi determinado o peso Umido para a extracdo do DNA e estocado a -

20°C.

3.5. Extracdo de DNA

A extracdo do DNA foi realizada segundo a técnica de RAEDER & BRODA
(1985).

Foi triturado 1g de micélio em nitrogénio liquido até formar um pod, em
seguida transferido para tubo de microcentrifuga onde se adicionou 1mL de tampéao
de extracdo. Apdés homogeinizacdo os tubos de microcentrifuga foram incubados
por 15minutos a 65°C. Posteriormente, adicionouse um volume de solugcdo de
fenol, misturando-se suavemente as fases e centrifugou-se por 15min a 12000 rpm.
A fase aquosa foi recuperada e transferida para um novo tubo de microcentrifuga e
adicionou-se um volume de clorofane. Mais uma vez foi homogenizado e
contrifugado a 12000 rpm por 15min, a fase aquosa foi recuperada e transferida
para um novo tubo de microcentrifuga onde foi adicionado um volume de clorofil, e
novamente centrifugado. Recuperou-se mais uma vez a fase aquosa que foi
colocada em outro tubo de microcentrifuga, adicionou-se o NaCl para uma
concentracdo final de 0,3M. Em seguida adicionou-se dois volumes de etanol
resfriado a -20°C, fase em que foi possivel visualizar o DNA precipitado. As
amostras foram submetidas novamente a centrifugacdo a 12000 rpm por 15min,
para promover a fixacdo do DNA no fundo do tubo de microcentrifuga. O
sobrenadante foi descartado e ao precipitado adicionou-se etanol 70% e
centrifugou-se para lavagem do DNA. O sobrenadante outra vez foi descartado e

0s tubos invertidos para secagem completa do DNA. Os precipitados foram
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cuidadosamente resuspendidos em 200ul de tampédo TE pH 8,0 e guardados sob
refrigeracao a 4°C.

3.6. Quantificacdo do DNA

A quantidade de DNA foi estimada por meio de eletroforese em gel de
agarose 8% a 3v/cm de distancia entre os eletrodos, juntamente com o marcador
de peso molecular em concentracdo conhecida (DNA de fago |). Apos eletroforese,
0 gel foi corado com brometo de etidio, por cerca de 40 minutos, em seguida

observado em transiluminador de luz ultravioleta e fotografado.

3.7. Amplificacdo das Regides ITS do rDNA

As regifes ITS1-5.8s-ITS2 do rDNA foram amplificadas por meio da técnica
de PCR utlizandose os primers ITS4(5TCCTCCGCTTATTGATATGC-3) e
ITS5(5GGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG-3), em  termociclador  (Minicycler-MJ
Research), programado para realizar uma desnaturacdo inicial de 2 minutos a
95°C, 1 minuto a 92°C , 1 minuto a 55°C, 2 minutos a 72°C e uma extensao final
de 5 minutos a 72°C.

Para a amplificacdo das amostras utilizou-se uma mistura de reacdo
conforme descrito na Tabela 4. Foram misturadas as quantidades apropriadas de
agua milli-Q esterilizada, tampao 10X, dNTPs, primers, MgCl, e Taq polimerase
(MIX) em um Unico tubo de microcentrifuga. Adicionou-se 24nL dessa solucéo
(para reacbes com volume final de 25nlL) em microtubos para amplificacéo.
Imediatamente apdés a adicdo da mistura da reagdo, adicionou-se 1nml das
amostras de DNA previamente diluidos a uma concentracdo de 5ng/ni e foram

adicionados 20nk de 6leo mineral.
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Tabela 2. Componentes da reacdo de amplificacdo para a reacdo de amplificagcdo da regido ITS do
rDNA e respectivas concentracdes.

Componentes Volume nareagéo (L)
Agua Milli Q 17,25
Tampao 2,50
dNTP 2,50
MgCl, (1.5mM) 0,75
ITS4 (12.5pmoles) 1,00
ITS5 (12.5pmoles) 0,50
Tag (5u/ nt) 0,50
Total 20k

3.8. Eletroforese dos Produtos de Amplificacdo da Regido ITS do rDNA

Foram retirados 4mL das amostras dos produtos de PCR do rDNA e
misturados a 3rL do tampéo de amostra(item 3.3.16), e depositados nos pogos do
gel de agarose a 1%( item 3.3.12), sendo TEB 1X(item3.3.15) o tamp&o de corrida
e 0 marcador de peso molecular de 100pb DNA Ladder (Gibco.BRL). O gel foi
submetido & eletroforese numa voltagem de 3V/icm™ (distancia medida entre os
eletrodos), o tempo da eletroforese foi monitorado pela migracdo do corante azul
presente no tampdo de amostra. Ao final da corrida, o gel foi corado em solugédo de
brometo de etidio (item 3.3.2) por 30 minutos, visualizado e fotografado em

transiluminador de luz ultravioleta sando filme preto e branco 667 ASA com filtro

laranja.
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3.9. Restricéo dos Fragmentos Amplificados das Regides ITS do rDNA

Os fragmentos amplificados da regido ITS do rDNA foram digeridos com
guatro enzimas de restricdo Hae I, Eco RI, Dra | e Msp I,(Gibco. BRL),
separadamente, por 2h a 37°C. Usando as condicbes e respectivos tampodes

(Tabela 3).
Os fragmentos da digestdo foram separados em gel de agarose a 1,4%(item

3.3.11), utilizando-se o tampao de corrida TEB 1X (item 3.3.15) e marcado de peso
molecular de 50pb DNA Ladder(Gibco.BRL). O gel foi submetido a eletroforese nas

condi¢cdes anteriores.

Tabela 3. Componentes da reacéo de digestdo dos produtos de amplificacéo da regido ITS do rDNA.

Componentes Volume nareacéo ()
Enzima 0,2
Tampao (1x) 2,0
Agua Milli-Q 13,8

Total 16,0 nL
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3.10. Selecao deprimers para RAPD:

O DNA total de uma das linhagens de B. bassiana foi utilizado para a
realizacdo da selecdo de primers, adequados para o material em estudo. Foram
testados primers dos Kits OPA, OPW e OPX da Operon Technologies, CA, USA.

3.11. Amplificacdo do DNA Para RAPD

Regibes do DNA foram amplificadas por meio da técnica de RAPD, em
termociclador  (Minicycler-MJ  Research), programado para realizar uma
desnaturacéo inicial de 5 minutos a 92°C, 1 minuto a 92°C, 1minuto e 30 segundos
a 39°C, 2 minutos a 72°C, 5minutos a 72°C para uma extensao final.

Para a amplificacdo das amostras utilizou-se uma mistura de reacéo

conforme descrito na Tabela 3. Foram misturadas as quantidades apropriadas de

agua milli-Q autoclavada, tampdo 10X, dNTPs, primers, MgCl, e Taq polimerase
(MIX) em um Unico tubo de microcentrifuga. Adicionou-se 20nL dessa solucéo
(para reagbes com volume final de 25nk) em microtubos para amplificagéo.
Imediatamente ap6és a adicdo da mistura da reacdo, adicionou-se 5mL das
amostras de DNA previamente diluidos a uma concentracdo de 5ng/ni e foram
adicionados 20nL de O6leo mineral para evitar a evaporacdo da solugdo. Em
seguida foram colocadas duas gotas de Oleo mineral em cada pogo do

termociclador, cobrindo o microtubo até asuperficie da solucao.
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Tabela 4 Componentes da reacdo de amplificagdo do DNA e respectivas concentracdes utilizadas

nareacgado de RAPD.
Componentes Concentragao Volume na Concentracédo
estoque reacao (mL) final
Agua Milli Q 3,6 qsq.
Tampao 10X 25 1X
DNTPs 2,5mM 2,5 0,25mM
Primer 4,0mM 2,5 0,40mM
MgCl» 10mM 8,5 3,40mM
Taq Polimerase 5U/n 0,4 2 unidades
DNA 5ng/n 5,0 25ng
Total 25mL

3.12. Eletroforese dos Produtos de Amplificacdo para RAPD

Foram retirados 20ni. das amostras do DNA amplificado e misturados a 3nk
de tampdo de amostra(item 3.3.16), e depositados nos pocos do gel de agarose a
1,4%( item 3.3.11), sendo TBE 1X(item3.3.14) o tampdo da cuba. O gel foi
submetido eletroforese numa voltagem de 3V/cm™ (distancia medida entre os

eletrodos), ao final da corrida o gel foi corado e visualizado conforme item 3.8.
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3.13. Amplificacdo da Regiéo Intron

A amplificagdo da Regido Intron foi realizada através de PCR, utilizando o
primer ElI -1 (5- CTGGCTTGGTGTATGT-3") em termociclador (Minicycle-
MJReserach), programado para realizar desnaturagéo inicial 3 minutos a 94°C, 2
minutos a 45°C e 1 minuto e 30 segundos a 74°C e uma extensdo final de 5
minutos a 74 °C.

Para a amplificagcdo das amostras utilizou-se uma mistura de reagdo
conforme descrito na Tabela 6. Foram misturadas as quantidades apropriadas
de &gua mili-Q esterilizada, tampdo 10X, dNTPs, primers, MgCl, e Taq
polimerase (MIX) em um Unico tubo de microcentrifuga. Adicionou-se 24nh
dessa solucdo (para reagbes com volume final de 25nh) em microtubos para
amplificacdo. Imediatamente apdés a adicdo da mistura da reacdo, adicionou-se
InL das amostras de DNA previamente diluidos a uma concentracdo de 5ng/nh

e foram adicionados 20nmL de 6leo mineral.

Tabela 5. Componentes da reacdo de amplificagdo da regiéo Intron .

Componentes Volume nareacéo (mL)
Agua Milli Q 12,3
Tampéo 2,5
BSA 25
dNTP 2,5
Primer 2,5
MgCl, (1.5mM) 15
Taq (5u/ nb) 0,2

Total 24m.
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3.14. Eletroforese dos Produtos de Amplificacdo da Regido Intron

Foram retirados 4nL das amostras dos produtos da Regido Intron e
misturados a 3L do tampéo de amostra(item 3.3.16), e depositados nos pogos do
gel de agarose a 1,4%( item 3.3.11), sendo TEB 1X(item3.3.15) o tampé&o de
corrida e o marcador de peso molecular de 1Kb DNA Ladder (Gibco.BRL). O gel foi
submetido eletroforese numa voltagem de 3V/icm™ (distancia medida entre os

eletrodos), ao final da corrida o gel foi corado e visualizado conforme item 3.8.

3.15. Andlise computacional dos dados

Os dados obtidos por amplificacdo ao acaso do DNA (RAPD) e Regido
Intron foram analisados pelo programa de microcomputador NTSYS.PC (Applied
Biobalistics, Inc.), introduzidos na forma de variaveis binarias, onde o ndmero
“1"(UM) significa presenca de banda e o numero “0"(ZERO), auséncia. Desta
forma, o programa constitui uma matriz de similaridade, utilizando-se o coeficiente
de JACCARD (Sneath & Socal, 1973). A partir dos dados desta matriz foi
construido um dendograma pelo método de agrupamento UPGMA (Unweighted

pair-group method with arithmetical averages).
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4. Resultados e Discussao:

4.1. Extracdo e Quantificacdo do DNA

A Figura 1 mostra que o DNA extraido de cada linhagem apresenta-
se integro, gerando bandas de alto peso molecular. As quantidades de DNA
obtidas foram avaliadas tendo como referencial o marcador de peso molecular do
DNA de fagadl, utilizado neste estudo, nas concentragbes de 5,10,15 e 20ng/ni,
respectivamente. Dessa forma, tornou-se possivel avaliar que a média da
guantidade de DNA no extrato das amostras estd em torno de 71lng/hi, como é

mostrado na Tabela 6.

Tabela 6. Concentragdes estimadas de DNA genbmico das linhagens de Beauveria
bassiana.

Linhagens Concentracéo (ng /mL)
2912 100
2913 50
2915 85
2916 50
2917 90
2920 80
2921 80
2923 70
2924 100
2926 40
2927 20
2929 20
2930 40
2933 80
2935 80
CG82 100
CG138 80
CG165 60
CG207 100

CG217 100
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Figura 1 Quantificacdo do DNA gendmico de 20 linhagens de Beauveria
bassiana. Pocos de 1 a 4 estdo o marcador de peso molecular do DNA
fago | nas concentracdes: 5, 10, 15 e 20 ng/nk respectivamente; e na
seqUéncia os DNA das linhagens : 5) 2912; 6) 2913; 7) 2915; 8) 2916; 9)
2917; 10) 2920; 11) 2921; 12) 2923; 13) 2924; 14) 2926; 15) 2927; 16)
2929; 17) 2930; 18) 2933; 19) 2935; 20)4548; 21)4551; 22) 4552; 23)
4553; 24) 4554.
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4.2. Andlise dos Fragmentos de Digestdo da Regido ITS do rDNA.

O produto de amplificacdo com os primers ITS4 e ITS5 apresentou bandas
com 600 e 700 pares de bases para todas as linhagens investigadas(Figura 2).

Ndo foram encontrados sitios de restricdo quando os produtos de PCR
foram digeridos com Eco Rl e Dra I. As enzimas Hae lll e Msp | ndo apresentaram
polimorfismo entre as linhagens de B. bassiana (Figuras 3 e 4).

Analises do DNA ribossomal tém sido freqlientemente empregadas para se
detectar andlise da variabilidade genética (FUNGARO & VIEIRA, 1998) como
mostraram BIDOCKA et al., 1994 e NEUVEGLISE et al., 1997 e para identificacio
de espécies incluindo fungos entomopatogénicos . Os resultados de ITS mostrados
neste trabalho,confirmaram que todas linhagens sdo B. bassiana, conforme

mostram as figuras 3 e 4.
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Figura 2. Produtos de amplificacdo da regido 1TS1-5.8s-ITS2 do rDNA das
20 linhagens de Beauveria bassiana. M: Marcador de 50pb DNA Ladder .
Os DNA das 20 linhagens estdo nos pogos de 1 a 20: 1) 2912; 2) 2913; 3)
2915; 4) 2916; 5) 2917; 6) 2920; 7) 2921; 8) 2923; 9) 2924; 10) 2926; 11)
2927; 12) 2929; 13) 2930; 14) 2933; 15) 2935; 16) 4548; 17) 4551; 18)
4552 ; 19) 4553; 20) 4554.
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Figura 3. Produtos de digestdo com a enzima Hae Il da regido ITS1-
5.8s-ITS2 do rDNA das 20 linhagens de Beauveria bassiana. M:
Marcador de 100pb DNA Ladder . Os DNA das 20 linhagens estdo nos
pocos de 1 a 20: 1) 2912; 2) 2913; 3) 2915; 4) 2916; 5) 2917; 6) 2920; 7)
2921; 8) 2923; 9) 2924; 10) 2926; 11) 2927; 12) 2929; 13) 2930; 14)
2933; 15) 2935; 16)4548; 17) 4551, 18) 4552 ; 19) 4553; 20) 4554.
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Figura 4. Produtos de digestdo com a enzima Msp | da regido ITS1-5.8s-
ITS2 do rDNA das 20 linhagens de Beauveria bassiana. M: Marcador de
100pb DNA Ladder . Os DNA das 20 linhagens estdo nos pocos de 1 a
20: 1) 2912; 2) 2913; 3) 2915; 4) 2916; 5) 2917; 6) 2920; 7) 2921; 8)
2923; 9) 2924; 10) 2926; 11) 2927; 12) 2929; 13) 2930; 14) 2933; 15)
2935; 16)4548; 17) 4551, 18) 4552 ; 19) 4553; 20) 4554.
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4.3. Selecdo de Primers Para RAPD:

A linhagem de Beauveria bassiana 4553 foi escolhida ao acaso para os
testes de sele¢do de primers. Foram testados 57 iniciadores ou primers, sendo 19
do Kit OPA, 20 do KIT OPW e 18 do KIT OPX, todos da Operon Technologies.
Tomando como parametro a presenca de bandas mais fortes, mais definidas e em
maior nimero, apenas 5 primers testados foram escolhidos para o RAPD (Tabela
7). Nem todos os primers testados mostraram produtos de amplificacdo, como
pode ser observado nas Figuras 5, 6 e 7.

Tabela 7. Primers selecionados para 0 RAPD e respectivas seqiiéncias de nucleotideos.

Primers Direcdo 5® 3
OPW-19 CAAAGCGCTC
OPW -20 TGTGGCAGCA
OPW-04 CAGAAGCGGA
OPW-07 CTGGACGTCA

OPX - 17 GACACGGACC
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Figura 5. Selecdo de Primers utilizando a linhagem 4553 de
Beauveria bassiana. M: Marcador de peso molecular do DNA fago
|, cortado com a enzima HIND Ill; Nos pogos de 1 a 19 os primers:
1) OPA-1; 2) OPA-2; 3) OPA-3; 4) OPA-4; 5) OPA-5; 6) OPA-7; 7)
OPA-8; 8) OPA-9; 9) OPA-10; 10) OPA-11; 11) OPA-12; 12) OPA-
13; 13) OPA-14; 14) OPA-15; 15) OPA-16; 16) OPA-17; 17) OPA-
18; 18) OPA-19; 19) OPA-20.
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Figura 6. Selecdo de Primers utlizando a linhagem 4553 de
Beauveria bassiana. M: Marcador de peso molecular do DNA fago I,
cortado com a enzima HIND IIl; Nos pocos de 1 a 18 os primers: 1)
OPX-1; 2) OPX2; 3) OPX-3; 4) OPX-4; 5) OPX-5; 6) OPX-6; 7)
OPX-7; 8) OPX8; 9)OPX-9; 10) OPX-10; 11) OPX-11; 12) OPX-12;
13) OPX-13; 14) OPX-14; 15) OPX-15; 16) OPX-16; 17) OPX-17;
18) OPX-18 .
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Figura 7. Selecdo de Primers utilizando a linhagem 4553 de Beauveria
bassiana. M: Marcador de peso molecular do DNA fago |, cortado com
a enzima HIND lII; Nos pocos de 1 a 20 os primers: 1) OPW-1; 2) OPW-
2; 3) OPW-3; 4) OPW-4; 5) OPW-5; 6) OPW-6; 7) OPW-7; 8) OPWS;
9)OPW-9; 10) OPW-10; 11) OPW-11; 12) OPW-12; 13) OPW-13; 14)
OPW-14; 15) OPW-15; 16) OPW-16; 17) OPW-17; 18) OPW-18; 19)
OPW-19; 20) OPW-20.
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4.4. Andlise da variabilidade genética do DNA gendmico amplificado das

linhagens de Beauveria bassiana pela técnica de RAPD.

Os cinco primers selecionados produziram um total de 442 bandas,
sendo 122 bandas geradas pelo primer OPX-17; 108 pelo OPW -4; 52 pelo
OPW-7; 87 pelo OPW-19 e 73 pelo OPW-20. Os perfis de RAPD obtidos com
as vinte linhagens podem ser observados nas Figuras 8,9,10,11 e 12.

O primer OPW-20 gerou uma banda monomorfica, ou seja, esta
banda estava presente em todas as linhagens (Figura 12).

Os dados obtidos pela analise dos perfis de RAPD foram utilizados
para a construcdo de uma matriz de similaridade, utilizando o coeficiente de
Jaccard, a partir desta matriz foi elaborado um dendrograma (Figura 13), pelo
método de agrupamento UPGMA, que possibiitou a avaliacdo da
variabilidade genética entre as linhagens.

A analise do dendrograma (Figura 13) evidenciou a formagédo de
quatro grupos de similaridade. No primeiro estdo as linhagens 2912, 2917,
CG82, CG 165, CG 207, CG 217 apresentando similaridade em torno de 70%;
no segundo as linhagens 2913, 2915, 2916, 2921, 2923, 2924, 2926, 2927,
2930, 2929, formam o grupo mais homogéneo, com cerca de 72% de
similaridade. No terceiro grupo estdo as linhagens 2920, 2933 e CG 138 com
similaridade em torno de 60%, e no quarto grupo com a linhagem 2935 com
similaridade em torno de 60%. As linhagens 2913 e 2915 isoladas de Nezara
viridula e 2923 e 2924 isoladas de Deois flavopicta pertencentes ao grupo 2

se mostraram estreitamente relacionadas com alto nivel de similaridade.
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Figura 8. Perfis de RAPD de 20 linhagens de Beauveria bassiana,
obtidos com o primer OPX-17. M:Marcador de peso molecular DNA de
fago |, cortado com a enzima HIND Ill. Os DNA das linhagens estdo
nos pogos de 1 a 20: 1) 2912; 2) 2913; 3) 2915; 4) 2916; 5) 2917; 6)
2920; 7)2921; 8) 2923; 9) 2924; 10) 2926; 11) 2927; 12) 2929; 13) 2930;
14) 2933; 15) 2935; 16)4548; 17) 4551, 18) 4552 ; 19) 4553; 20) 4554.
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Figura 9. Perfis de RAPD de 20 linhagens de Beauveria bassiana
obtidos com o primer OPW -4.M:Marcador de peso molecular DNA de
fago |, cortado com a enzima HIND Ill. Os DNA das linhagens estédo
nos pocos de 1 a 20: 1) 2912; 2) 2913; 3) 2915; 4) 2916; 5) 2917; 6)
2920; 7)2921; 8) 2923; 9) 2924; 10) 2926; 11) 2927; 12) 2929; 13)
2930; 14) 2933; 15) 2935; 16)4548; 17) 4551; 18) 4552 ; 19) 4553; 20)
4554,
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Figura 10. Perfis de RAPD de 20 linhagens de Beauveria bassiana
obtidos com o primer OPW-7. M: Marcador de peso molecular DNA de fago
I, cortado com a enzima HIND lll. Os DNA das linhagens estdo nos po¢os
de 1 a 20: 1) 2912; 2) 2913; 3) 2915; 4) 2916; 5) 2917; 6) 2920; 7)2921; 8)
2923; 9) 2924; 10) 2926; 11) 2927; 12) 2929; 13) 2930; 14) 2933; 15) 2935;
16)4548; 17) 4551; 18) 4552 ; 19) 4553; 20) 4554.
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Figura 11. Perfis de RAPD de 20 linhagens Beauveria bassiana, obtidos
com o primer OPW-19. M:Marcador de peso molecular DNA de fago |,
cortado com a enzima HIND Ill. Os DNA das linhagens estdo nos pocos
de 1 a 20: 1) 2912; 2) 2913; 3) 2915; 4) 2916; 5) 2917; 6) 2920; 7)2921;
8) 2923; 9) 2924; 10) 2926; 11) 2927; 12) 2929; 13) 2930; 14) 2933; 15)
2935; 16)4548; 17) 4551; 18) 4552 ; 19) 4553; 20) 4554.
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Figura 12. Perfis de RAPD de 20 linhagens de Beauveria bassiana ,
obtidos com o primer OPW-20. M:Marcador de peso molecular DNA
de fago |, cortado com a enzima HIND Illl. Os DNA das linhagens
estdo nos pogos de 1 a 20: 1) 2912; 2) 2913; 3) 2915; 4) 2916; 5)
2917; 6) 2920; 7)2921; 8) 2923; 9) 2924; 10) 2926; 11) 2927; 12)
2929; 13) 2930; 14) 2933; 15) 2935; 16)4548; 17) 4551; 18) 4552 ; 19)
4553; 20) 4554.
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Figura 13. Dendrograma obtido com os perfis de RAPD de 20 linhagens

de Beauveria bassiana.
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4.5. Andlise do perfil da Regido Intron

A andlise dos produtos de PCR da Regido Intron usando o primer EI-1 foi

utilizada para avaliar a variabilidade entre 20 linhagens de B. bassiana.
O primer utilizado produziu um total de 86 bandas que podem ser

observadas na figura 14, onde foi evidenciada a presenca de uma banda

monomorfica.

M12 345 67 891011121314151617181920M

Figura 14. Produtos de amplificacdo da regido Intron das 20
linhagens de Beauveria bassiana. M: Marcador Kb DNA ladder.

Os DNA das 20 linhagens estdo nos pocos de 1 a 20: 1) 2912; 2)
2913; 3) 2915; 4) 2916; 5) 2917; 6) 2920; 7) 2921; 8) 2923; 9) 2924;
10) 2926; 11) 2927; 12) 2929; 13) 2930; 14) 2933; 15) 2935; 16)
4548; 17) 4551; 18) 4552 ; 19) 4553; 20) 4554.
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Os dados obtidos pela analise dos perfis da Regiao Intron foram
utilizados para a constru¢gdo de uma matriz de similaridade, utilizando o coeficiente
de Jaccard, a partir desta matriz foi elaborado um dendrograma (Figura 15 ), pelo
método de agrupamento UPGMA, através do qual foi possivel a avaliagdo da
variabilidade genética entre as linhagens.

Através da analise do dendrograma € possivel visualizar a formacéo
de cinco grupos. No primeiro grupo estdo as linhagens 2912, 2913, 2915, 2916
2933 com similaridade em torno de 75%. No segundo grupo as linhagens 2921,
CG217, 2923, 2924, 2926, 2930, 2927, 2929 e CG207, com similaridade em torno
de 75%, sendo 0s primeiros grupos 0os mais homogéneos. No terceiro grupo as
linhagens CG165, 2917 e CG82 com similaridade em torno de 70% . O quarto
grupo com apenas uma linhagem 2920, com alta variabilidade em relagdo aos
demais grupos, em torno de 35%, como também o quinto grupo com duas
linhagens 2935 e CG 138.

As linhagens 2913, 2915 e 2933 isoladas de Nezara viridula
encontram-se no grupo 1, apresentando alta similaridade, como também as
linhagens 2923 e 2924 isoladas de Deois flavopicta que encontram-se em um
mesmo grupo, mostrando que estas linhagens encontram-se estreitamente

relacionadas.
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Figura 15. Dendrograma obtidos com perfis da Regido Intron de 20 linhagens de

Beauveria bassiana.
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Estudos sobre a variacdo genética de fungos entomopatogénicos
associados aos insetos tem mostrado diferentes niveis de polimorfismo.
CASTRILLO & BROOKS (1999) encontraram diferentes niveis de similaridade
genética ao estudarem a variabilidade intra e enter linhagens de B. bassiana,
isoladas de uma mesma regido e de regibes diferentes, associadas a Alphitobius
diaperinus e Coleomegilla maculata. As linhagens coletadas de diferentes
espécies de inseto e de mesma regido mostraram alta similaridade, em trono de
98%, como também com insetos de regibes diferentes, em torno de 99%. Estes
resultados indicam que as linhagens geneticamente similares tém sido encontradas
infectando insetos de mesma espécie coletados em diferentes regibes. Estes
dados concordam com os resultados obtidos no presente trabalho, quando
detectou-se alto nivel de similaridade, tanto em linhagens infectando a mesma
espécie de insetos de mesma regido quanto de regides diferentes, como acontece
com as linhagens 2923 e 2924 ambas isoladas de Deois flavopicta, sendo a
primeira oriunda do Parané e a segunda de Brasilia.

A variabilidade genética entre 23 isolados de B. bassiana sobre ninfas de
Triatoma infestans, foi avaliada por LUZ et al.,(1998) que detectaram alto grau de
similaridade entre as linhagens, em torno de 73%, dados que corroboram com os
obtidos neste trabalho, onde a similaridade foi elevada (70%). Resultados que
concordam também com os de DEVI et al, (2001) quando constataram alta
similaridade, em torno de 70%, entre linhagens de B. bassiana isoladas de larvas
de Chilo partellus, sendo que os grupos formados, foram baseados no grau de
viruléncia das linhagens usadas.

De acordo com os dados obtidos no presente trabalho foi detectada baixa
variabilidade intraespecifica, concordando com o0s resultados obtidos por
BIDOCKA et al. (1994) quando por meio de RAPD avaliaram a variabilidade
genética entre 24 amostras de Metarhizium anisopliae, M. flavoviride e B. bassiana,
isoladas de diferentes espécies de hospedeiros e regibes diversificadas.
Constataram que M. flavoviride e B. bassiana apresentaram um baixo nivel de
variabilidade intraespecifica quando comparado a M. anisopliae que apresentou
alta diversidade.
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Pela andlise dos dendrogramas foi possivel observar que a origem
geografica e o hospedeiro das linhagens estudadas ndo determinaram a formacédo
dos grupos,exceto para as linhagens 2913, 2915 2923 e 2924. Estes dados
concordam com os resultados obtidos por BERRETA et al (1998) quando
detectaram a diversidade e alta similaridade genética entre amostras de B.
bassiana da Argentina e do Brasil isoladas de espécies de hospedeiros diferentes.
Sugeriram que ndo ha correlagdo com a origem geografica ou o hospedeiro,
embora tenha sido formado um grupo com 80% de similaridade representado pelos
isolados que exibiram maior viruléncia sobre Diatraea saccharalis.

Os resultados apresentados neste trabalho se contrapdem com os obtidos
por MAURER et al. (1997) quando avaliaram amostras de B. bassiana isoladas de
diversas espécies de insetos originadas de vérias regides, por RAPD e concluiram
que houve formacdo de grupos similares e que os mesmos demonstraram maior
similaridade entre as populacbes de B. bassiana e algumas espécies de
hospedeiros. Também, AZEVEDO (1996) ao estudar a variabilidade genética entre
isolados de B. bassiana provenientes da regido Nordeste, constatou uma certa
homogeneidade entre os isolados coletados de uma mesma espécie de inseto.

Os dados obtidos neste trabalho concordam com os de CASTRILLO &
BROOKS (1998) que detectaram por meio da técnica de RAPD, que ocorreu
variabilidade ndo s6é entre as linhagens de B. bassiana de diferentes regides, mas
também entre as linhagens coletadas de um mesmo hospedeiro;os resultados
neste trabalho mostram que as linhagens 2913 e 2915 isoladas de Nezara viridula
no Estado do Parana estdo no mesmo grupo, mas uma outra linhagem a 2933
isolada da mesma espécie de hospedeiro e do mesmo estado, encontra-se em
grupo distinto. Pela andlise da Regido Intron as trés linhagens oriundas de N.
viridula caem no mesmo grupo, bem como as duas isoladas de D. flavopicta
Entretanto, ambos 0s grupos séo capazes de ocupar 0 mesmo habitat ao mesmo
tempo. B. bassiana apresentou a parasexualidade em condi¢cdes de laboratério
como demonstraram PACCOLA-MEIRELLES & AZEVEDO (1991), evidéncias
sugerem que a recombinacdo genética entre diferentes gendtipos € rara ou
ausente na natureza. Portanto, co-habitacdo por diferentes gendtipos € esperada, e

o0 polimorfismo genético entre isolados de mesmo um hospedeiro e localizacédo
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geogréfica ja foi observado antes por FEGAN et al., (1993), TIGANO-MILANI et
al.,(1995), e PROPAWISK et al., (1998).
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5. Conclusdes:
Os resultados obtidos permitem concluir que:

- N&o houve polimorfismo entre as linhagens utilizadas, pela analise da regiao

ITS1-5.8S-ITS2 do rDNA, o que confirma pela alta homologia que elas

pertencem a uma mesma espécie, a B. bassiana;

- Na&o foi detectada correlagdo entre grupos de similaridade e hospedeiro ou

origem geografica;

- Por meio da técnica de RAPD detectou-se variabilidade entre as linhagens

de B. bassiana, com nivel de similaridade em torno de 70%.

- Os dados obtidos pela analise da Regidao Intron das linhagens mostram a
formacdo de 5 grupos. Alta similaridade em pelo menos trés linhagens
(2913, 2915 e 2933) de um mesmo hospedeiro (Nezara viridula) e duas
(2923 e 2924) de outro (Deois flavopicta) foi detectada.
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7. APENDICE

Matriz de similaridade genética construida a partir da analise dos perfis de RAPD através do coeficiente de Jaccard.

2012
2013
2915
2916
2917
2920
2921
2923
2924
2926
2927
2929
2930
2933
2935
4548
4551
4552
4553
4554

1.000

0.486 1.000

0.486 0.933 1.000

0.485 0.774 0.833 1.000

0.679 0.472 0.514 0.515 1.000

0.333 0.429 0.389 0.382 0.406 1.000

0.394 0.576 0.625 0.531 0.469 0.517 1.000

0.500 0.500 0.548 0.452 0.483 0.290 0.615 1.000

0.536 0.485 0.531 0.438 0.517 0.367 0.593 0.857 1.000

0.355 0.500 0.548 0.500 0.483 0.290 0.500 0.462 0.444 1.000

0.410 0.649 0.694 0.611 0.514 0.559 0.667 0.545 0.576 0.545 1.000

0.516 0.514 0.559 0.515 0.600 0.364 0.516 0.536 0.517 0.536 0.700 1.000

0.471 0.600 0.647 0.559 0.594 0.455 0.563 0.533 0.516 0.586 0.735 0.543 1.000

0.172 0.250 0.250 0.276 0.207 0.231 0.259 0.200 0.240 0.250 0.700 0.245 0.456 1.000

0.382 0.432 0.395 0.429 0.371 0.364 0.382 0.303 0.333 0.433 0.296 0.412 0.514 0.545 0.600 1.000

0.469 0.472 0.472 0.429 0.500 0.324 0.382 0.387 0.375 0.483 0.250 0.412 0.514 0.545 0.600 0.371 1.000

0.258 0.216 0.216 0.200 0.250 0.321 0.219 0.296 0.286 0.207 0.174 0.333 0.371 0.303 0.250 0.290 0.371 1.000

0.321 0.303 0.344 0.250 0.407 0.296 0.370 0.435 0.417 0.375 0.136 0.226 0.394 0.367 0.407 0.407 0.429 0.619 1.000

0.483 0.400 0.441 0.438 0.571 0.323 0.483 0.500 0.481 0.500 0.240 0.294 0.529 0.567 0.517 0.571 0.385 0.371 0.303 1.000
0.444 0.364 0.364 0.313 0.429 0.276 0.300 0.346 0.333 0.458 0.174 0.290 0.333 0.387 0.379 0.538 0.280 0.565 0.579 0.579 1.000
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Matriz se similaridade genética construida a partir da anlise dos perfis da Regido Intron através do coeficiente de Jaccard.

2912
2913
2915
2916
2917
2920
2921
2923
2924
2926
2927

1.000

0.833 1.000

0.833 1.000 1.000

0.833 1.000 1.000 1.000

0.500 0.600 0.600 0.600 1.000

0.286 0.333 0.333 0.333 0.200 1.000

0.667 0.800 0.800 0.800 0.750 0.400 1.000

0.667 0.800 0.800 0.800 0.750 0.400 1.000 1.000

0.667 0.800 0.800 0.800 0.750 0.400 1.000 1.000 1.000
0.667 0.800 0.800 0.800 0.750 0.400 1.000 1.000 1.000 1.000
0.833 1.000 1.000 1.000 0.600 0.333 0.800 0.800 0.800 0.800 1.000

2929 0.200 0.2220.222 0.222 0.000 0.286 0.111 0.111 0.111 0.111 0.222 1.000

2930 0.667 0.800 0.800 0.800 0.750 0.400 1.000 1.000 1.000 1.000 0.800 0.111 1.000

2933 0.667 0.800 0.800 0.8000.750 0.400 1.000 1.000 1.000 1.000 0.800 0.111 1.000 1.000

29350.571 0.667 0.667 0.667 0.600 0.333 0.800 0.800 0.800 0.800 0.667 0.222 0.800 0.800 1.000

4548 0.500 0.600 0.600 0.600 1.000 0.200 0.750 0.750 0.750 0.750 0.600 0.000 0.750 0.750 0.600 1.000

4551 0.143 0.167 0.167 0.167 0.000 0.250 0.200 0.200 0.200 0.200 0.167 0.333 0.200 0.200 0.167 0.000 1.000

4552 0.571 0.667 0.667 0.667 0.600 0.333 0.800 0.800 0.800 0.800 0.667 0.100 0.800 0.800 0.667 0.600 0.167 1.000

4553 0.500 0.600 0.600 0.600 0.500 0.500 0.750 0.750 0.750 0.750 0.600 0.125 0.750 0.750 0.600 0.500 0.250 0.600 1.000

4554 0.667 0.800 0.800 0.800 0.750 0.400 1.000 1.000 1.000 1.000 0.800 0.111 1.000 1.000 0.800 0.750 0.200 0.750 0.800 1.000
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