POLIMORFISMO DAS o-ESTERASES E DA PATOGENICIDADE
DO FUNGO ENTOMOPATOGENICQ Beauveria bassiana
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ABSTRACT

Esterases polymorphism and pathogenicity of the
entomogenous fungus Beauveria bassiana
(Bals.) Vuill.

Strains of the fungus Beauverio bassiana (Bals.) Vuill. ori-
ginating from various insects and countries, were compared
for their profiles of a-esterases isoenzymes. A total of 17 di
ferent bands were identified in 43 eletrophoretic profiles. A
correspondent factorial analysis confirmed the high geneti-
cal variability between the strains analysed.

Some of the strain were also tested for their pathogenicity
towards Ostrinia nubilalis (Hiibner). No relationship was obser-
ved between virulence and the electrophoretical patterns of
a-esterases. However, the analysis of the a-esterases isoenzy
mes allowed the characterization of strains of B. bassiang and
the estimative of the polymorphismin populations of this fun-
gus.

RESUMO

As linhagens de Beauveria baossiona (Bals.) Vuill. isoladas
de varios insetos hospedeiros e diversas origens qeogréf%cas
foram comparadas através de analises dos perfis eletroforéti-
cos das o«o-esterases. Obteve-se um total de 17 bandas diferen
tes com 43 fendtipos eletroforéticos identificados. Uma ana-
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lise fatorial de correspondéncia confirma a alta variabilida-
de genética entre as linhagens estudadas.

Algumas destas linhagens foram testadas guanto a4 patogeni-
cidade em lagartas de Ostrinia nubilalis (Hfibner). Nic se obser-
vou nenhum tipo de correlagao entre a patogen1c1dade e o per-
fil eletroforético das a-esterases. No entanto, analise das i
soenzimas de au-esterases em B. bassigna, demonstra ser uma boa
ferramenta para caracterizar linhagens e avaliar o polimorfis
mo de populagdes da espécie.

INTRODUCAD

O fungo Beaguverio bassiana (Bals.) Vuill. vem sendo utili-
zado no controle microbiano de insetos na U.R.S.S. e na China
(KONONOVA, 1978; RIBA,1985). Em outros paises, como no Brasil,
ele vem sendo testado no controle de pragas apresentando boas
perspectivas de utilizac3o com o bio-inseticida (ALVES,1986).

Esse fungo &€ com freqﬂéncia isolado da natureza causando
infecgdo em diferentes insetos-pragas. Os bioensaios realiza-
dos em laboratdrio vém demonstrando diferencas entre as linha
gens a nivel de patogenicidade, de acordo com o inseto hospe—
deiro (FARGUES, 1981; RIRA, 1985) . Para melhor avaliar a va-
riabilidade genética das espécies, e para caracterizar as li-
nhagens em programas de controle biolégico se faz necessario
o estudo de parametros polimérficos e faceis de serem analisa
dos.

A andlise de proteinas por eletroforese & uma técnica que
vem sendo empregada no estudo de linhagens de diferentes espeé
cies de fungos entomopatogénicos (DE CONTI et al. , 1980; FAR-
GUES, 1981; BOUCIAS et af., 1982; RIBA et al., 1986a,b).

Neste trabalho, procedeu-se a analise de uma amostra de 92
linhagens de B. bassiana isoladas de varios insetos hospedei-
ros e diversas origens geograficas. A técnica de focalizacgio
isoelétrica foi escolhida para separar extratos proteicos en-
docelulares das linhagens estudadas. Uma analise preliminar
demonstrou que as isoenzimas a-esterases sdo bastante polimér
ficas para B. bassiana (TIGANO, 1985).

Foram também realizados testes de patogenicidade com 39 1i
nhagens sobre lagartas de Ostrinia nubilalis (HYbner), uma im-
portante praga do milho em clima temperado. A relagao desta
caracteristica com o perfil esterasico foi analisada.
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MATERIAL E METODOS

Noventa e duas culturas monosporicas de B. bassiana  per-
tencentes a coleg¢do da Estacao do I.N.R.A. ("Institut National
de Recherche Agronomique") La Miniére, na Franca, foram utili
zadas neste trabalho. Estas linhagens vém de 18 paises dife-
rentes sendo 44 delas de origem francesa. A amostra contem 1li
nhagens de oito familias ou ordens diferentes de hospedelro,
sendo uma unica isolada do solo (Quadro 1).

Os conidios foram obtidos apés 10 dias de cultura das li-
nhagens a 25°C em meio semi-sintético contendo: 0,36g KH2PO4;
1,429 Na2HPO4; 1lg KCl; 0,6g MgsS0O4 7H20; 0,7g NH4NO3; lg de
extrato de levedura; 10g glicose; 10g agar, em 1000 ml de &-
gua destilada.

0 micélio foi produzido a partir da inoculacdo de conidios
em 50 ml de meio liquido Adamek (ADAMEK, 1965) agitado por 7
dias a 25°C. A massa hifal foi obtida por centrifugacgdes su-
cessivas, sendo a Ultima efetuada com tampido Tris-EDTA 5.10~3,
pH 8,2. Apds secagem e pesagem, o micélio foi fragmetado com
nitrogénio liguido e centrifugado a 10.000 g por 90 minutos a 4°C.
0 sobrenadante, contendo as proteinas soluveis, foi distribui
do em tubos e estocado a -35°9C. Trés extracoes foram feitas
para cada linhagem, e estas foram examinadas em diferentes
géis.

As isoenzimas foram separadas por focalizagao isoelétrica
em géis de poliacrilamida a 10%, segundo a técnica descrita
por RIBA et af. (1986 a).

A analise das a-esterases foi realizada segundo o método
proposto por DICKSON ef ad. (1971).

Cada banda enzimatica foi considerada como uma variavel
qualitativa (auséncia ou presenca). A analise fatorial de cor
respondéncia foi escolhida para tratar os dados, pois ela ndo
requer o agrupamento inicial dos individuos (CAILLIEZ & PAGES,
1983) . Como em outros meétodos multifatoriais de analise, opri
meiro eixo descreve o maximo de varlacao, o segundo eixo que
independe do primeiro, descreve o maximo seguinte; e assim @&
para os eixos subseqgflentes. Nesta analise, as variaveis estu-
dadas foram as bandas eletroforéticas, o inseto hospedeiro e
a origem geografica. Cada variavel contribui  diferentemente
para a variacdo expressa em cada eixo.

Para os testes de patogenicidade com relacgaoc a O. nubilalis,
selecionaram-se 39 linhagens apresentando caracteristicas di-
versas quanto a origem e ao perfil iscenzimatico. O tratamen-
to com as diferentes linhagens foi efetuado por imersao de ca
da lote de 20 lagartas do 59 instar em 20ml de uma suspensaoc a
quosa de conidios (1x107conidios/ml) durante 45 segundos O con
trole de mortalidade foi realizado diariamente até o 152 dia
apods a aplicagao do fungo. Adotou-se o critério de mortalida-
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de por micose, definida pelo desenvolvimento do fungo na su-
perficie da lagarta morta. A patogenlcldade das linhagens foi
caracterizada pelo TL 50 ( tempo necessario para matar 50% dos
individuos), que foi obtido a partir de uma reta definida pe-
lo valor probit da porcentagem de mortalidade e o logaritmo
do tempo (LELLOUCH & LAZAR, 1974).

RESULTADOS E DISCUSSAQ

Através de varias passagens em diferentes géis, todas as
linhagens utilizadas (Quadro 1) foram comparadas entre elas
com relacdo as a-esterases. Cada linhagem se caracteriza por
um conjunto de isocesterases gue aparecem sob a forma de ban-
das, constituindo um perfil enzimatico. Estas bandas foram re
lativamente constantes a migracide nos diferentes géis. De 92
linhagens analisadas, um total de 17 bandas foi obtido. Nao
sendo comum a todas as linhagens, estas bandas mostram uma va
riabilidade importante a nivel da espeéecie B. bassigna. Assim,
da amostra analisada, 43 fenotipos foram identificados (Figu-
ra 1).

As esterases também ja foram identificadas como sendo, po-
limérficos; BOUCIAS c¢tf af. (1982), encontraram 33 sitios de a-
tividade para os sistemas o e P esterases na analise eletrofo
rética de 17 isolados de Hirsutello tompsonii. Da mesma forma, fo
ram encontrados 7 tipos diferentes para as a-esterases numa a
mostra de 16 linhagens do genero Tolypocladium (RIBA ¢t al. 1986
b). Igualmente para o fungo Metarhizium ansapﬁac DE CONTI et af.
(1980) , demonstraram a possivel utilizacao das n-esterases pa-
ra caracterizar e separar isolados brasileiros. Este importan
te nimero de isoesterases, tanto a nivel da espécie, como da
linhagem, pode estar contribuindo com a adaptabilidade ecolo-
gica e parasitaria destes fungos (BOUCIAS et af. 1982, RIBA ot al,
1986 a).

A analise fatorial de correspondéncia, que foi utilizada
para aqrupar os individuos, se mostrou pouco discriminante, pois
os dois eixos principais representam somente 38% da variabili
dade total (Figura 2). Todas as linhagens pertencentes a um
tipo eletroforético foram projetadas sobre um mesmo ponto (Fi
gura 2). Estes tipos constituidos por linhagens do mesmo per-
fil esterasico, ficaram dispersos no plano formado pelos 2 ei
X0s principais. Portanto , os tipos nao foram dissociados pe-
las outras variaveis analisadas, (hospedeiro e origem geoqré—
fica). Os tipos mais distintos foram apresentados longe da in
terseccgao dos eixos, como os tipos 32 e 17. Alias, o tipo 32
se destaca por ser o Gnico a apresentar a banda F, e por ter
sido isolado de um aracnideo, e nao de um inseto [quura 2

As origens parasltarlas e geograflcas foram projetadas na
1ntersecgao dos dois eixos, nao contribuindo para a discrimi-
nacido das linhagens (Figura 7). Dos 43 perfis esterasicos re-
conhecidos, mais da metade (32) sao constituidos de uma so 1i
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nhagem (Quadro 2), o que demonstra a forte heterogeneldm&ades
tas isoezimas para B. bagssiana. Nos tipos que apresentam mais
de uma linhagem, observa-se gue elas diferem bastante gquanto
ao inseto e pais do qual foram isoladas (Quadro 2). A551m,néo
foi p0531ve1 correlacionar tipo eletroforetico com pais ou in
seto de origem. Estas mesmas caracterlstlcas, quando estuda-
das para os funges entomopatogénicos Hirsutella tompsonii e Metar
hizium anisoplice permitiram a identificacao de sub-grupos na po
pulacaoc analisada (BOUCIAS et af., 1982; RIBA, 1985).

As linhagens testadas quanto & agressividade contra lagartas
de O. nubilalis foram selecionadas por apresentarem hospedeiro
de origem ou tiPo esterdsico diferentes (Quadro 3). Das 29 1i
nhagens, 5 apresentaram mortalidade nula e 14 nao foram capa-
zes de matar 50% da populacao. Nas linhagens mais agressivas,
observa-se uma variacao continua do TL50 de 6,1 a 13,7 dias.

As 23 linhagens gque ndo foram originalmente isoladas de O.
nubilalis , se mostraram pouco patogénicas com relacao a este in
seto (mortalidade 50% ndo atingida), com excecdo de 5 delas
que apresentaram TL50 variando de 6,1 a 13,7 dias. No entanto,
as linhagens isoladas de O. nubilalis apresentaram em geral, o
tipo eletroforético 1, e foram patogpnlcas ao hospedeiro de o
rigem, com exce¢do da linhagem 306 que nao foi capaz de ata-
car este inseto. Apesar de certa homogeneidade, nao se pode
concluir sobre a existéncia de uma correlacdo entre a patoge-
nicidade e o perfil eletroforético. O exemplo do tipo eletro-
forético 1 mostra que as linhagens tendo as mesmas isoenzimas
a-esterases podem ser variaveis ao nivel da agressividade a
O. nubilalis. As linhagens 306 e 221 pertencentes ao tipo 2 nao
sdo capazes de atacar este inseto, enquanto a 307, também do
mesmo tipo é a mais patogénica, pois o TL50 é de 6 1 dias (Qua
dro 3). Esta mesma observacao foi feita em 11nhagens do fungo
M. anisoplice , quando analisadasem 6 diferentes sistemas isoenzi
maticos " (RIBA et af., 1987).

A situacdo de baixa variabilidade observada entre as 1li-
nhagens obtidas originalmente de O. nubilalis, e em geral, iso-
ladas no mesmo pais (Francga), poderia ser resultante de uma
pressio de selegdo exercida pelo inseto hospedeiro. Em fungos
fitopatogénicos observa-se uma certa semelhanca entre isola-
dos adaptados a uma planta hospedeira (CATEN, 1974;VALLAVIEIL
LE, 1983). Para avaliar esta hipotese, se faz necessério o es
tudo de um grande numero de linhagens isoladas de O. nubilalis
nas diferentes regides da Franca, onde esta praga ocorre.
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CONCLUSQES

0s resultados obtidos, demonstraram uma grande heterogenei
dade na populacgao de 92 linhagens de B. bassiana analisadas.
Nio foi possivel estabelecer uma correla¢do entre o perfil e-
letroforético das n-esterases e, o hospedeiro de origem ou lo
cal de isolamento das linhagens. Através destas caracteristi-
cas, também nioc foi possivel distinguir na amostra estudada a
presenca de sub-populacdes de linhagens.

No entanto, este estudo colocou em evidéncia uma caracte-
ristica enzimatica que permite identificar as linhagens den-
tro da espécie B. bassiana. Ademais, as isoenzimas n-esterases
podem ser bastante Gteis no estudo do polimorfismo de popula-
coes selvagens deste fungo em um determinado agrossistema.
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QUADRO 1 - Lista de linhagens de Beauveria bassiona estudadas.

LINHAGEM ANO DE HOSPEDEIRD CE ORIGEM LINHAGEM ANO DE HOSPEDETRO DE ORIGEM
N ISOLAMENTO ORIGEM CGEDGRAFTCA Ny ISOLAMENTD ORIGEM CEOGRAFICA
5 1961 Franga 148 1978 BEPERLY i Lspanha
21 1963 Ll Franga 306 1983 0 China
21 1971 d Portugal 07 1983 W China
i 1968 irppeapsa pamenel s Franca 170 1981 " Hungria
66 1974 L Franca 147 1978 " Franga
26 1971 Franca 149 1978 Franga
a7 1974 4 Austria 157 1978 fl Franga
23 1971 mbyx mors Franga 168 1380 ¥ Franga
160 1579 i Japan 173 1981 . Franca
34 1972 Jitle auppressaiis Franga 144 1978 " Franca
40 - " Franca 156 1978 " Franga
68 - o Franga m 1981 i Franga
116 - M Franga 172 1981 = Franga
38 1972 aturnia pyri Franga 199 1983 " Franga
35 = traes saccharalis CQuba 200 1983 7 Franga
59 1973 Jirphis unipuncta Franga 146 1878 Lt Franca
60 1973 Mameatra brasaioae Franga 188 1982 T Franga
186 1979 Zycophotia ep Franga 191 1982 ¥ Franca
196 1983 Zaliothis amigera Espanna 192 1982 B Franga
288 1959 Stilpnotie salicis U.R.B.8. 182 1982  oftoma digsoidens Franga
295 1967 ~ymantyia disoar U.R.S.5. 220 1983 y Franca
162 1979 ‘endroimus ap Japao 221 1983 i Franga
145 - Ogtrinia nubilaiis Espanha 231 1983 o Franga
143 1978 Sttona discoideus Australia 293 1983 Calathua ~Zcropterus Polonha
142 1977 Sitomg lineatua Franga 290 1383 " Polonha
13 1966 Fethynoderes punctiventpis  Ioucoslavia 296 1378 = Brasil
186 1u82 < torhynehug sulcatus Franca 300 = E.U.A,
128 1976 “yla formicariug Madagascar 286 1983 ¥ Polonha
a7 1973 fispeleptia awbfasciata Colambia 305 1983 o Polonha
176 1482 iaplochelur marginalis Reuniao 301 - Leptinotarsz decemli~ E.U.A.
135 1983 _amyedon sematua Franza 304 1976 " neate  polonha
20 1969 dslia germari Espanha 299 - 5 E.U.A.
130 1379 # Espanha 57 1973 £ Polonha
30 1971 Aphigidae Franca 72 1974 = Tchad
175 1982 ulta entreriana Brasil 43 1973 i Franga
152 1978 i Franca 308 1984 i Polonha
103 1975 Colomioia 309 1984 1 Polonha
n 1972 Franga 58 1973 & Polonha
302 & “¢pambyoidas E.U.A. 28 1971 L Franga
285 1983 “ereopidae Folonha 70 1974 2 Tchad
294 1983 Polonha 167 1980 2 Franga
283 1976 Symenopt s e Polonha a2 1972 o Franga
287 1971 ieréroprare Polonha 141 1978 L Franga
291 1983 " Polonha 289 1983 “ Polonha
73 1974 & U.R.S.5. 2B4 1983 Polonha
298 1971 MeeEd Polonha 103 1976 Salo Polonha
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QUADRO 2 - Classificacao das linhagens por tipo eletroforetico das
a-esterases

PO N TOTAL DE I® [E ESFECIES NQ [E PAISES [E
LINHAGENS LINHAGENS [E HOSPEDEIROS ORIGEM
1 22 28;60;142;147;148;149;157;170;173;18€;
181;192;195;196;199;200;220;221;231 ;
306,307 4 8
2 5 34;116;144;145;156 1 3
3 4 47;68;40;103 8 2
4 1 172 1 1
5 1 171 1 1
6 1 146 1 i
7 1 168 1 1
8 6 166;29;30;150;58,153 6 1
9 1 160 1 1
10 4q 38;59;128;175 4 4
1 k| §5326;37 3 k|
12 1 66 1 ¥
13 2 17321 2 2
1 1 27 il 1
15 1 5 i i 1
16 1 13 1 1
17 1 176 1 1
18 1 70 1 1
19 1 97 1 X
20 1 143;162 2 2
21 1 182 1 1
22 1 20 1 1
23 1 186 1 1
24 5 304;296;57;43;73 2 4
25 2 298;294 2 1
26 1 72 1 1
27 1 287 1 1
28 1 283 1 b
29 1 293 1 1
30 3 299;300; 301 2 L
31 1 289 1 1
32 1 284 1 1
3 ] 288;308;303;303 3 2
34 1 295 1 1
35 1 167 . bE
36 1 32 1 1
37 1 141 1 1
38 1 285 1 1
39 1 286 1 1
40 1 2950 1 1
41 1 291 1 1
42 1 305 1 1
43 1 302 X 1
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QUADRO 3 - Patogenecidade de linhagens de Beauveria bassiona com relagao

a lagartas do 59 estagio de

Ostrinia nubilis.

LINHAGEM INSETO HOSPEDEIRO TIPO (a) TL50 (b) INTERVALO DE CONFIANCA
307 Ostrinia nubilis 1 6,1 5,1 = 7,1
191 Ostrinia nubilis 1 6,7 6,3 - 7,1
147 Ostrinia nubilis 1 7,0 6,7 = 7,4
149 Ostrinia nubilis 1 Tl BT = Tyd
148 Ostrinia nubilis 1 T3 7,0 = 7,5
145 Ostrinia nubilis 2 7.5 722 = 748
199 Ostrinia nubilis 1 8,0 7,6 - 8,4
200 Ostrinia nubilis 1 8,1 7,8 - B,4
172 Ostrinia nubilis 4 8,2 1,7 = 8,7
157 Ostrinia nubilis 1 8,2 7,9 - 8,5
170 Ostrinia nubilis 1 8,7 8,3 -~ 9,2
144 Ostrinia nubilis 2 8,7 8,3 - 9,1
173 Ostrinia nubilis 1 9,2 8,6 - 9,5
171 Ostrinia nubilis 5 10,6 L0,1 ~ E1,2
156 Ostrinia nubilis 2 13,6 19,8 - 15,8
306 Ostrinia nubilis 1 - (d) -

220 Sitona sp. 1 6,7 6;1 — 7,4
231 Sitona sp. 1 7,8 7,5 - 8,1
40 Chilo suppressalis 3 12,6 11,6 - 13,7
30 Aphididae 8 13,4 12,3 = 14,6
34 Chilo suppressalis 2 13,7 12,0 - 15,7
66 Corpocapsa pomonella 12 - (e) -
153 Apidae 8 - (e) -
160 Bombyx mori 9 - (e) -
60 Mamestra brassicae 1 - (e) -
182 Sitona discordeus 21 - (e) -
28 Leptinotarsa decenfineata 1 - (e) -
142 Sitona lienatus 1 = fe) =
55 Diatrea saccharalis 11 - (e) -
186 Otiorphyncus sulcatus 23 - (e) -
58 Leptinotarsa decenlineata 8 - (e) -
175 Zulia sp. 10 - (e) -
176 Hoplochelus marginalis 17 - (e) -
300 Curculionidae 32 - (e) =
305 Curculionidae 42 - (e) -
221 Sitona sp. 1 - (d) -
29 Bombyx mori 8 = (d) -
17 Carpocapsa pomonella 13 - (d) -
295 Lymantria dispar 34 = (d) =

(a) Perfil obtido a partir das andlises eletroforéticas das - esterases

(b) Tempo letal 507 (em dias)

(c) Intervalo de confianca a 95% do TL50 (em dias)

(d) Mortalidade nula

(e)

Mortalidade 50% nao atingida
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FIGURA 1 - Representacao esquematica do polimorfismo eletrofaretico das
-esterases para Beauveria bassiana.
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FIGURA 2. Projecdo do plano mais discriminatdrio obtido pela anélise fatorial de correspondéncia de
linhagens de Beauveria bassiana.
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