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ABSTRACT

Entomopathogenic fungi are an attractive alternative for
the biological control of insects. In Chile, the Quilamapu
Regional Research Center of the National Agricultural
Research Institute (INIA) has collected about 400 isolates
of the genus Aeawuveria along the country. A partial
classification of this collection has been based on
morphology and efficiency as biological control agents.
It is necessary to complement this characterization with
genetic molecular markers, to determine the level of
genetic diversity in Chilean Beauveria bassiana
populations and to identify banding patterns that
discriminate amongisolates from arepresentative sample
of the B. bassiana collection. The analysis was done
using Random Amplified Polymorphic DNA (RAPD)
and Polymerase Chain Reaction-Restriction Fragment
Length Polymorphism (PCR-RFLP) of Internal
Transcribed Spacer (ITS)-rDNA sequences. The RAPD
analysis indicated high genetic diversity among the
isolates, with a 43% of similarity on the average. RAPD
were more efficient at identifying isolates. On the other
hand, the ITS analysis determined a lower diversity, with
an 83% of similarity among the isolates. The low number
of haplotypes did not allow discrimination among
isolates. ITS 1 region showed a higher number of
restriction sites, compared to ITS 2 region. For the two
molecular markers, genetic diversity was not associated
with the geographical origin of the isolates.
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RESUMEN

Los hongos entomopatogenos son una alternativa atrac-
tiva para el control bioldgico de insectos plagas. En
Chile, el Instituto de Investigaciones Agropecuarias
(INTA), Centro Regional de Investigacion Quilamapu
mantiene aproximadamente 400 aislamientos de Beau-
veria, colectados a través del pais. Esta coleccion ha sido
parcialmente clasificada en base a su morfologia y a su
eficacia como controlador bioldgico. Sin embargo, es
necesario complementar estos estudios con una caracte-
rizacion a nivel genético-molecular, para determinar el
nivel de diversidad genética de Beauveria bassiana e
identificar posibles patrones de bandas que permitan
discriminar entre aislamientos. En este estudio, se anali-
zaron 36 aislamientos de Z. bassiana provenientes de
diversas regiones geograficas del pais. El analisis gené-
tico se realizo mediante el ADN Polimorfico Amplifica-
do al Azar (RAPD) y la Reaccion en Cadena de la
Polimerasa-Fragmentos de Restriccion Polimoérficos
(PCR-RFLP) de los espaciadores internos transcritos
(ITS) de las secuencias ribosomales del ADN (ITS-
rDNA). El analisis de RAPD indic6 una alta diversidad
genética entre los aislamientos, con un promedio de 43%
de similitud. Por otro lado, el analisis de los ITS determi-
no6 una menor diversidad, con un 83% de similitud entre
aislamientos. La region ITS 1 mostré un mayor numero
de sitios de restriccion que la region ITS 2. Los RAPD
fueron mas eficientes para discriminar (o identificar)
entre cepas debido al bajo nimero de haplotipos detecta-
dos con los ITS. Para los dos marcadores utilizados en
este estudio, la diversidad genética no estuvo asociada
con el origen geografico de los aislamientos.

Palabras clave: hongos entomopatogenos, diversidad
genética, RAPD, espaciadores internos transcritos (ITS).
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INTRODUCCION

Enlanaturalezalos hongos entomopatogenos (HEP)
pueden controlar o mantener las plagas en niveles
que no ocasionan dafios econémicos a los cultivos
(Azevedo y Melo, 1998). Estos hongos se encuen-
tran en rastrojos de cultivos, estiércol, suelo, y
plantas, alcanzando un buen desarrollo en lugares
frescos, humedos y con baja luminosidad. Los HEP
son el grupo de mayor importancia en el control
bioldgico de insectos-plagas. Practicamente, todos
los insectos son susceptibles a algunas de las enfer-
medades causadas por estos hongos (Lopez y Bor-
jes, 2001). Actualmente se conocen aproximada-
mente 100 génerosy 700 especies de HEP; entre los
géneros mas importantes estan Mezarhizium, Beau-
veria, Aschersonia, Entomophthora, Zoophthora,
Erynia, Eryniopsis, Akanthomyces, Fusarium, Hir-
sutella, Hymenostilbe, Paecelomycesy Verticillium
(Lépez y Borjes, 2001), siendo los mas utilizados
Beauveria (Zurek y Keddie, 2000; Mulock y Chan-
dler, 2000) y Metarhizium (Ferron ez al., 1991).

Desde 1996, el Instituto de Investigaciones Agrope-
cuarias (INIA), en el Centro Regional de Investiga-
cion (CRI) Quilamapu, Chillén, estableci6 un Progra-
ma de Patologia de Insectos, cuyo objetivo fue pros-
pectar, aislar e identificar organismos entomopatoge-
nosalolargo de Chile, para suuso como controladores
bioldgicos de plagas (France e @/, 2000). En esta
coleccion se mantienen alrededor de 400 aislamientos
de Beauveria bassiana (Balsamo) Vuillemin. Esta
especie es de importancia mundial, ya que ha sido
evaluada como agente controlador de varias especies
de insectos-plagas de importancia economica (Maurer
et al., 1997; Zurek y Keddie, 2000).

Lacoleccionde B. bassianahasido clasificada desde
el punto de vista morfoldgico y en su eficiencia como
controlador bioldgico (France ez a/., 2000; 2002) y
necesita de una clasificacion genética molecular para
detectar diferencias a nivel de ADN y para comple-
mentar los datos morfoldgicos obtenidos.

En general, una de las principales desventajas de la
caracterizacion morfologica es que las caracteristi-
cas a medir son limitadas en numero, por lo cual la
discriminacion entre aislamientos es dificil. Por
otro lado, la presencia de estas especies en diversos
climas y condiciones agroecologicas, indicaria la
existencia de una alta variabilidad genética en la
especie.
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Actualmente, la forma mas certera de determinar
los niveles de diversidad y estructura genética
intraespecifica es a través del uso de marcadores
moleculares. Principalmente se han usado cuatro
tipos de marcadores moleculares para determinar
la diversidad genética en HEP: los fragmentos de
restriccién polimorficos (RFLP) (Maurer ez a/.,
1997), el ADN polimérfico amplificado al Azar
(RAPD) (Piatti ez a/., 1998; Gaitan ez a/., 2002),
las secuencias simples repetidas (SSR) (Kretzner
et al., 2000); y los espaciadores internos trans-
critos (ITS), ITS 1 y 2 del rADN (Buscott ez a/.,
1996; Coates ez a/., 2002). Todos estos marcado-
res han sido efectivos determinando diferencias
genéticas entre aislamientos, pero en forma com-
plementaria y con un poder de discriminaciéon
diferente entre ellos (Couteaudier ez /., 1998). En
Chile B. bassiana ha sido poco estudiada utilizan-
do marcadores moleculares.

La metodologia mayormente usada en estudios de
diversidad genética han sido los RAPDs, técnica
basada en PCR (Williams ez 4/., 1990). En el caso
especifico de los HEP, los RAPDs han determinado
la diversidad genética en dos especies del género
Beauveria (Neuvéglise ef al., 1994; Neuvéglise y
Brygoo, 1994; Bidochka ez a/., 1995; Maurer ez a/.,
1997). También estos marcadores han sido utiliza-
dos para asociar patrones especificos a indices de
patogenicidad (Piatti eza/., 1998; Valderrama ez a/.,
2000; Sivaramakrishnan ez /., 2002; Gaitan ez a/.,
2002). Por otro lado, las secuencias ribosomales
nucleares, especialmente los ITS 1 y 2, han mostra-
do tasas diferenciales en cambios nucleotidicos, lo
cual permite la comparacion de aislamientos a nivel
inter e intraespecifico en hongos (Neuvéglise eza/.,
1994; Buscott ez a/., 1996; Iturralde, 2005). Para
amplificar las regiones ITS 1 e ITS 2 se han disefia-
do partidores universales que amplifican estas zo-
nas genéticamente conservadas para establecer su
nivel de diversidad (White e @/, 1990). Shih ez a/.
(1995) indican que en Z. bassiana existe un mayor
nivel de mutacion dentro de laregion ITS 1, compa-
rada con la region ITS 2, la cual no mostré variabi-
lidad. Sin embargo, en otro estudio se encontrd una
mayor variacion de secuencia en el ITS 2 de 5.
brogniartii, proveniente de un tnico huésped (Neu-
véglise y Brygoo, 1994). Por otro lado, al menos
cinco RFLPs se han detectado entre especies de
Beauveria (Neuvéglise ez al., 1994; Glare e In-
wood, 1998) para las regiones ITS, consideradas
como secuencias conservadas.
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De acuerdo a lo anteriormente expuesto, en este
estudio se plantean los siguientes objetivos: a) de-
terminar el nivel de diversidad genética que existe
en poblaciones de B. bassiana colectadas en dife-
rentes regiones geograficas de Chile, mediante
RAPD y PCR-RFLP de los ITS | y 2, intrones
ubicados entre los genes rADN 28S y 18S; y b)
determinar si existen patrones genéticos inicos para
ser utilizados en la discriminacion de aislamientos
usados en control biologico.

MATERIALES Y METODOS

Material genético

Del total de la coleccion criopreservada, se analiza-
ron 36 accesiones de B. bassiana (Cuadro 1) me-
diante RAPD y PCR-RFLP de los ITS. Los aisla-
mientos seleccionados se colectaron en diferentes
regiones geograficas del pais y a partir de diferentes
fuentes de inoculo. El nimero de aislamientos ana-
lizados corresponde a un 10% de la coleccion exis-

Cuadro 1. Aislamientos de Beauveria bassiana analizadas mediante RAPD' e ITS-rDNA?2.
Table 1. Beauveria bassiana isolates analized by RAPD' and ITS-rDNA2

Identificacion

aislamientos Fuentes de inoculo Localidad, region
Qu-B72 Adulto, Listronotus bonariensis Osorno, X
Qu-B179 Pradera natural Pumanzano, Chiloé insular, X
Qu-B187 Muestra suelo, pradera natural Osorno, Quema del buey, X
Qu-B211 Desconocido Desconocido
Qu-B221 Muestra suelo, renoval Bahia Mansa, Osorno, X
Qu-B249 Muestra suelo Canete, VIII
Qu-B295 Muestra suelo, bofedal Chungara, 1
Qu-B299 Muestra suelo Lago Chungara, km 212, I
Qu-B306 Muestra suelo Chaca, lado riego, Arica, I
Qu-B314 Larva curculionido Santa Lucia Alto, Yungay, VIII
Qu-B321 Muestra suelo Osorno, Puyehue, X
Qu-B323 Muestra suelo Rio Chaca, Arica, |
Qu-B326 Muestra suelo Melipilla, RM
Qu-B328 Muestra suelo, pradera espino Lago Rapel, VI
Qu-B330 Muestra suelo Esquina El Tambo, Vicuna, IV
Qu-B351 Suelo Tirta, Canete, VIII
Qu-B365 Suelo El Morro, Chanco, VII
Qu-B373 Suelo Las Cardas, IV
Qu-B390 Suelo Pelluhue, VII
Qu-B428 Muestra suelo, pradera natural Soc. Campesina Agroind. Puyehue, Osorno, X
Qu-B466 a Suelo Termas de Chillan, VIII
Qu-B466 b Suelo Termas de Chillan, VIII
Qu-B492 Urocerus sp. Trosquilmo, X
Qu-B620 Suelo Lonquimay, I1X
Qu-B768 Bosque nativo Puerto Ibafniez, Cerro Castillo, X
Qu-B771 Pradera natural Balmaceda, XI
Qu-B774 Pradera natural Puerto Cisnes, X
Qu-B796 Suelo, turba Punta Arenas, XII
Qu-B798 a Suelo Pencahue, Fundo Bagio, VII
Qu-B798 b Suelo Pencahue, Fundo Bagio, VII
Qu-B798¢ Suelo Pencahue, Fundo Bagio, VII
Qu-B9%41 Polistes gallicus Coihueco, Fundo El Maitén, VIII
Qu-B903 Suelo Anaquena, Isla de Pascua, V
Qu-B911 Muestra suelo Ahu Hanga Tere, Isla de Pascua, V
Qu-B926 Larva, Cydia pomonella Rio Bueno, X
Qu-B931 Larva, Dalaca pallens Remehue, Osorno, X

'"RAPD: Amplificacion de ADN al Azar, Random amplified polymorphic DNA.
2ITS-rDNA: Espaciadores internos transcritos-secuencias ribosomales del ADN, Internal transcribed spacer-ribosomal DNA sequences.
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tente para esta especie. El estudio se realiz6 en el
Laboratorio de Biotecnologia de INIA Quilamapu,
Chillan.

A partir de aislamientos multi-esporicos, cultiva-
dos en placas Petri a 27°C por 3 dias en medio PDA,
se realizaron cultivos monospoéricos. Vale decir,
esporas Unicas se cultivaron en medio liquido Sa-
bouraud mas 1% de extracto de levadura y se produ-
jo el micelio para la extraccion de ADN.

Extracciéon de ADN

El micelio se macerd con el tampon compuesto por:
100 mM Trizma; 1,4 M NaCl,; 20 mM EDTA; 1%
Polivinilpirrolidona y 2% CTAB, ajustado a un pH
8,0; a cada muestra se le agregaron 8 uL de protei-
nasa K. La mezcla se incubd a 65°C por 60 min y se
homogeneiz6 a intervalos de 10 min. Las muestras
se dejaron enfriar y se mezclaron con cloroformo-
isoamilico (24:1), posteriormente se centrifugaron
a 5.000 r.p.m. por 15 min, para la separacién de
fases, etapa que se realiz6 dos veces. El sobrena-
dante acuoso se transfirid de tubo y se le agregd
isopropanol, las muestras se incubaron a -20°C por
toda la noche para precipitar el ADN. El pellet de
ADN se colectdé mediante centrifugacion, se lavo
con alcohol 70% y alcohol absoluto 90% para luego
ser secado a temperatura ambiente. Finalmente, el
ADN se diluy6 en TE pH 8,0 y se trat6é con ribonu-
cleasa. Para verificar la calidad del ADN se realiz6
una electroforesis en agarosa al 1%; usando A Hind
IIT como estandar de referencia.

Analisis de RAPD

Las condiciones de amplificacion de los RAPD fue-
ron de 40 ciclos de 35sa94°C,355a40°Cy 1 min
a72°C, con un ciclo final de 10 min a 72°C (Termo-
ciclador PTC-220, MJ Research, Massachusetts,
USA) . Las reacciones se realizaron en un volumen
total de 25 uL que contenian 0,2 mM de cada dNTP,
0,2 mM del partidor, 1x de tampon de amplificacion
de PCR, 0,3 mMde MgCl,, 1 U 7zg ADN polimerasa
(Invitrogen) and 25 ng de ADN molde en agua
ultrapura. Las reacciones se realizaron dos veces
para determinar la consistencia de los patrones obte-
nidos y para la seleccion de los partidores.

Los productos de la amplificacion se separaron en
un gel de agarosa (1,5%) en el tampon 1x TAE (40
mM Tris acetate, | mM EDTA, pH §,0) a 100 V por
3,5 h. Los geles se tifieron con bromuro de etidio y
se fotografiaron bajo la luz ultravioleta (Translumi-
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nador Cole Palmer, FLUO-LINK FLX, Francia)
para su posterior evaluacion.

Se realizd un pre-screening sobre cinco aislamien-
tos de B. bassiana con 39 partidores de las series
OPA-A, OPA-D, OPA-AB, y OPA-M (OPERON
TECHNOLOGIES, California, USA).

Analisis de espaciadores internos transcritos
aTs)

Los partidores universales ITS 1, ITS 2, ITS 3, ITS
4 e ITS 5 se utilizaron para amplificar ADN de los
aislamientos mediante PCR (White ez /., 1990). La
reaccion de PCR se realizé en un volumen total de
25 uL, la cual contuvo 0,2 mM de dNTPs, 0,2 mM
de los partidores ITS (3°—=5’) y (5°—=3’), 1x de
tampon de amplificacion de PCR, 0,25 mM de
MgCl,, 1 U 7zg ADN polimerasa (Invitrogen) y 25
ngde ADN molde. La amplificacion se realizé en el
termociclador PTC-220 (MJ Research), donde el
programa incluy6 un ciclo inicial de 3 min a 94°C,
seguido por 35 ciclos de 30 s 94°C, 40 s 57°C, y 20
min a 72°C. La restriccion de los productos de PCR
se realizo de acuerdo a protocolos de los distribui-
dores usando las siguientes enzimas endonuclea-
sas: Accl, Alul, Ddel, Eco Rl, Eco RV, Haelll,
Hhal, Hinf'1, Hpa 11, Mbo 1, Msel, Msp 1, Ndell,
Rsal, Sinl, 7ru9ly Xhol. Lareaccion de digestion
se realizd bajo las siguientes condiciones: 10 uL de
ADN amplificado, 1x tampén (tampdén enzima-
especifico) y 5 a 8 unidades de enzima de restric-
cion. La incubacion fue a 37°C en un tiempo ade-
cuado a la enzima de restriccion.

Los fragmentos generados por la restriccion se sepa-
raron mediante electroforesis en un gel de poliacrila-
midaal 6% (20x20) en el tampon 1x TBEa 100 V por
2 h. El gel se tifié con bromuro de etidio para visua-
lizar los fragmentos bajo la luz UV. Los pesos mole-
culares de los fragmentos se determinaron usando
como estandar la escalera de ADN de 100 pb y el
programa 1D Image Analysis Program (Kodak).

Analisis de los datos

Para los RAPD e ITS, las bandas se consideraron
como caracteres binarios y se evaluaron como “1”
cuando hubo presenciay “0” cuando hubo ausencia
de ellas. La similitud genética entre pares se estimo
mediante el coeficiente de Jaccard con la opcion
SIMQUAL. La matriz de similitud se analiz6 a
través del “Sequential, agglomerative, hierarchical
and nested clustering” (SAHN) (Sneath y Sokal,
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1973). Los dendrogramas se generaron usando el
método jerarquico y el algoritmo de agrupamiento
de UPGMA. El programa MXCOMP se us6 para
calcular la matriz de correlacion cofenética entre la
matriz de similitud y la matriz original para deter-
minar si los datos originales estaban bien represen-
tados en el analisis de agrupamiento, bajo 1.000
permutaciones. Todos los andlisis se realizaron con
el programa NTSYSpc 2.1 (Rohlf, 2000).

Para el analisis de RAPD e ITS, se determind la
existencia de patrones de bandas especificos para la
identificacion de aislamientos.

RESULTADOS Y DISCUSION
Analisis de RAPD en Beauveria bassiana

Veinte partidores de RAPD fueron seleccionados,
basados en su reproducibilidad, después del pre-

screening para analizar los 36 aislamientos de 4.
bassiana. Un total de 173 bandas fueron determina-
das, de las cuales 98,3% fueron polimérficas. El
numero de bandas por partidor vari6 entre 3 (OPM-
01)y 15 (OPA-13), con un promedio de 8,7 bandas
por partidor. El rango de estos resultados concuer-
da con los datos obtenidos por Gaitan ez a/. (2002)
en B. bassiana, lo cual indica la consistencia y
utilidad de estos marcadores en estudios de diver-
sidad genética.

Diez de los 20 partidores fueron los mas informati-
vos (OPA-13; OPD-18; OPAB-09; OPA-11; OPD-
03; OPD-13; OPAB-06; OPAB-11; OPAB-14 y
OPAB-18), con ellos se detectd un 68,8% del po-
limorfismo total. Estos partidores generaron el
mayor numero de patrones de bandas (entre 10 y
12), lo cual los sugiere como buenos partidores para
hacer un “fingerprinting”.
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Figura 1. Dendrograma generado por analisis de RAPD en aislamientos de Beauveria bassiana chilena.
Figure 1. Dendrogram from RAPD analysis of Chilean Beauveria bassiana isolates.
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El dendrograma de 5. bassiana agrupo los 36 aisla-
mientos con un promedio de similitud de 42,3%
(Figura 1). En la figura se observan dos grupos
principales. El primero de ellos incluy6 27 aisla-
mientos (desde Qu-B72 a Qu-B330), este grupo
incluy6 aislamientos colectados en el norte (I Re-
gion), centro (V, VI, VII regiones) y sur del pais
(VIIT y X regiones), incluyendo dos aislamientos
colectados en la Isla de Pascua (Qu-B911 y Qu-
B903). El promedio de similitud de este grupo fue
de un 70%, lo cual indica una variabilidad genética
intermedia a baja. Veintiséis de estos aislamientos
fueron colectados desde el suelo y uno de un adulto
de Listronotus bonariensis.

El segundo grupo, de nueve aislamientos (desde
Qu-B314 a Qu-B798c¢), fue colectado en el area sur
del pais, con la excepcion de Qu-B798c que es de la
VI Region (Figura 1). Glare e Inwood (1998) indi-
can que el origen geografico influencié el namero
de haplotipos observados y la estructura genética de
B. bassiana cuando la comparacion se realizo entre
aislamientos endégenos de Nueva Zelanda y Euro-
pa y entre Nueva Zelanda y América del Sur. Por
otro lado, Coates ez @/ (2002) sugieren que la
geografia puede no jugar un rol sobre la diversidad
genética, dependiendo del caso. En este grupo,
cinco de los nueve aislamientos fueron colectados
de diferentes insectos: larvas de Curculionideae,
Cydia pomonella, Dalaca pallens, Urocerus sp.y
Polister gallicus (Figura 1).

El agrupamiento de las poblaciones indicé una
escasa asociacion entre el origen geografico de los

AGRICULTURA TECNICA - VOL. 67 - N 2 - 2007

aislamientos y la diversidad genética. Por ejemplo,
Qu-B390 colectada en la VII Region (Pelluhue, lat.
35°49”) fue genéticamente similar a Qu-B768 de la
X Region (Puerto Ibanez, lat. 45°45°) (Figura 1).
Por otro lado, dentro de este primer grupo, algunos
aislamientos provenientes de la misma region fue-
ron genéticamente distintos entre ellos. Es asi como
Qu-B295, Qu-B306 y Qu-B323, provenientes de la
I Regién (Arica) no fueron agrupados juntos, aun-
que Qu-B295 y Qu-B299 fueron los mas cercanos
genéticamente, ambos colectados en la misma loca-
lidad de Chungara (lat. 18°15") (Figura 1). Este
hecho confirma que los aislamientos chilenos de 5.
bassiana tienen una amplia diversidad genética
dentro y entre regiones del pais (Figura 1). Esta
diversidad entre regiones ha sido también detectada
en B. brongniartii (Piatti ez al., 1998).

El coeficiente de correlacion cofenético entre la
matriz cofenéticay los datos originales de los RAPD
fue de 0,92. Este valor fue alto y mostr6 que la matriz
original esta bien representada en el dendrograma.

Analisis de ITS en Beauveria bassiana

Lasregiones ITS 1 e ITS 2 fueron amplificadas por
los partidores universales, 1-2 y 3-4, respectiva-
mente (White ez @/, 1990). En ambas regiones se
generd un fragmento Unico en todos los aislamien-
tos, los cuales fueron digeridos con varias enzimas
de restriccion. Estas enzimas generaron varias dife-
rencias a nivel molecular entre los 36 aislamientos
de B. bassiana. Enlaregion ITS 1 con la enzima de
restriccion A/x 1 se detectaron fragmentos desde
230 a 220 pb, con Hae 111 desde 130 a 90 pb, con

Cuadro 2. Fragmentos de restriccion (RFLP) observados después de la electroforesis PAGE de los aislamientos de

Beauveria bassiana analizados mediante ITS-rDNA'.

Table 2. Restriction fragments (RFLP) observed after PAGE electrophoresis of Beauveria bassiana isolates analized

by ITS-rDNA'.

Fragmentos de restriccion (RFLP)

(pb)

Haplotipo 1

Haplotipo 2 Haplotipo 3

ITS 1
Alu1 230
Hae 111 130
Hhal 240
Nde 11 190
Hinf 1 110, 80, 30
ITS 2
Alu1 240, 110
Hae 111 190, 70
Hhal 290, 80

220

130, 90
220

180

190, 80, 30 180, 80, 30
350

185,70

160, 140, 80

'ITS-rDNA: Espaciadores internos transcritos-secuencias ribosomales del ADN, Internal transcribed spacer-ribosomal DNA sequences.
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Figura 2. Haplotipos observados en aislamientos chilenos de Beauveria bassiana mediante analisis de PCR-RFLP

de las regiones ITS.

Figure 2. Haplotypes observed on Chilean Beauveria bassiana isolates by PCR-RFLP analysis of ITS regions.

Hha 1 desde 240 a 220 pb, con NVde 11 desde 190 a
180 pb y con Ainf'1 desde 190 a 30 pb (Figura 2A,
Cuadro 2). Zin/" 1 fue la enzima de restriccion que
detectd el mayor numero de sitios de restriccion en
ITS 1, generando un total de tres haplotipos (Cua-
dro 2). En conjunto, los productos de PCR de la
region ITS 1 digerida por A/u 1, Haelll, Hhal, Nde
Il y Ainf'1 detectaron un total de cuatro haplotipos.

Porotro lado, ladigestion de laregion ITS 2 con A/
I genero fragmentos desde 350 a 110 pb, con Zaelll
desde 190 a 70 pb y, con Z%a 1 desde 290 a 80 pb
(Figura 2B, Cuadro 2). Por otro lado, las tres enzi-
mas detectaron dos haplotipos cada una (Cuadro 2).
Las enzimas NVde 1l y Hin/ "1 no detectaron sitios de
restriccidn en la region ITS 2 de los aislamientos.
En esta region, los productos de PCR digeridos por
Alu 1, Hae 111 y Hha 1 generaron en conjunto tres
haplotipos en las aislaciones analizadas.

Mayor variabilidad fue detectadaenlaregionITS 1,
hecho que se ha detectado en otras especies de
hongos (Becerra eza/., 2006; Kuninaga ez a/., 1997,
Zare et al., 1999). Al analizar ambas regiones ITS,
se detectaron cinco haplotipos en los 36 aislamien-
tos de B. bassiana, s6lo los aislamientos Qu-B798¢c
y Qu-B798b, ambos provenientes de Pencahue, VII
Regidn, tienen un haplotipo Unico y distinto al de
los otros aislamientos.

Aunque el analisis de PCR-RFLP de las regiones
ITS 1 y 2 detectd diversidad genética en esta
especie, los aislamientos no fueron completa-
mente discriminados entre ellos, como ocurrid
con los 20 partidores de RAPD. Esta situacion
fue corroborada con el coeficiente de similitud
promedio obtenido con los ITS (83,7%) (Cua-
dro 3), superior al 42,3% obtenido mediante
RAPD.
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Figura 3. Dendrograma generado del analisis PCR-RFLP de las regiones I'TS aislados de Beauveria bassiana chilenos.
Figure 3. Dendrogram from PCR-RFLP analysis of ITS regions of Chilean Beauveria bassiana isolates.

El dendrograma indica la presencia de tres grupos
distantes genéticamente y dos aislamientos separa-
dos genéticamente de los otros genotipos (Figura
3). Sin embargo, existe un alto porcentaje de aisla-
mientos idénticos dentro de cada grupo (I, II y III).
Por ejemplo, en el grupo I, 23 aislamientos (64%)
presentaron el mismo haplotipo e incluye genotipos
colectados en una amplia area geografica, desde la
I a la XII regiones. Un segundo grupo incluyo tres
aislamientos de diversas regiones y el tercer grupo
de ocho aislamientos (22%), los cuales también
presentaron un haplotipo idéntico. Dos aislamien-
tos, Qu-B798b y Qu-B798c, fueron genéticamente
diferentes al resto y se ubicaron separadamente del
resto de los genotipos, aunque ambos provienen de
una misma localidad. El coeficiente de correlacion
cofenético entre la matriz cofenética y los datos
originales de los ITS fue de 0,98. Este valor fue alto
al igual que con RAPD y mostré que la matriz

original esta bien representada en el dendrograma.
Es de importancia sefalar que el dendrograma ge-
nerado por los datos de ITS agrup6 a los aislamien-
tos de manera muy similar alos RAPD. Ademas, los
ITS no determinaron una relacion entre la diversi-
dad genética de los aislamientos y el origen geogra-
fico de éstos. El caso extremo fue el de los aisla-
mientos Qu-B798a, Qu-B798b y Qu-B798c colec-
tados desde el suelo en la localidad de Pencahue,
Fundo Bagio (lat 34°20’; 71°117), VII Region. Es-
tos aislamientos presentaron un patrén genético
completamente distinto, aun para los ITS, marcado-
res moleculares que son considerados como conser-
vados.

El analisis de las secuencias ribosomales del ADN
(rADN), mediante el disefio de partidores de ITS
especificos, ha probado ser eficaz en la resolucion
del perfil taxondmico del género Zeauveria (Hege-
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dus y Khachatourians, 1993, Hegedus ez a/., 1998)
y en la identificacion de razas en Mezarhizium
anisopliaevar. anisopliae (Rodriguez ez a/.,2004).

Identificacion de aislamientos

Al implementar un sistema de control biologico, es
importante tener un buen sistema de identificacion
de los aislamientos que estan siendo usados, como
una forma de medir la eficiencia de la aplicacion y
determinar la posible infeccién que realizan las
poblaciones naturales, junto al aislado aplicado en
forma artificial (Coates ez /., 2002).

En el caso especifico de Z. bassiana, los RAPD detec-
taron un mayor grado de diversidad entre los aisla-
mientos. Resultados que concuerdan con aquellos
obtenidos por Bidochka ez @/. (1994), quienes deter-
minaron una gran variabilidad entre aislamientos.

Por otro lado, el uso de los ITS para fingerprinting
es mas conservador, vale decir, su capacidad discri-
minatoria es menor. Aunque este marcador detecto
variabilidad en . bassiana con una gran reproduci-
bilidad, muchos de los aislamientos compartieron
el mismo haplotipo, haciendo imposible la discri-
minacion entre ellos. Con excepcion de Qu-B798c,
que fue identificado como genéticamente distinto al
resto de los aislamientos, mediante RAPD e ITS.

AGRICULTURA TECNICA - VOL. 67 - N 2 - 2007

Basados en estos resultados, los dos marcadores
podrian ser usados en forma conjunta para identifi-
car aislamientos de interés comercial. Como tam-
bién seria recomendable el uso de otros marcadores
para complementar este estudio.

CONCLUSIONES

* LosRAPD eITS detectaron variabilidad genética
en aislamientos chilenos de Beawuveria bassiana.

* El andlisis de RAPD detectd mayores niveles de
diversidad que el analisis de los ITS.

e Los RAPD e ITS, en general, no detectaron
asociacion entre los aislamientos provenientes
de una misma region geografica.

* En Beauveria bassiana chilena, la region ITS 1
fue mas variable que la region ITS 2.

* Los ITS detectaron una escasa diversidad gené-
tica en aislamientos chilenos de Seauveria bas-
siana, por lo cual la discriminacién entre aisla-
mientos no fue posible.
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