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ABSTRACT

Study of polymorphic isoenzymatic systems
for Beauveria bassiana (Bals.) Vuill.

The changes of biochemical characteristics of the entomo
genous fungus Beaguveria bassiana (Bals.) Vuill. were studied.
Fifteen strains were compared for some of their iscenzymes. The
isoenzymes a-esterases showed a large number of bands of each
strain, and in the total of strains as well. This polymorphic
enzymatic system allows the characterization of the strains for
this fungus.

RESUMO

Este estudo tem como objetivo determinar caracteristicas
bioguimicas variaveis para o fungo entomopatogénico Beauveria
bassiana. (Bals.) Vuill. Para isso foram analisados extratos
proteicos de 15 linhagens através de focalizacdo isoelétrica.
Foram estudados 9 sistemas enzimaticos. As isoenzimas a-este-
rases mostraram um grande nimero de bandas para cada linhagem,
e no total das linhagens. Este sistema enzimdtico polimdrfico
permite caracterizar linhagens, assim como identificar dife-
rencas em uma populacao.
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INTRODUCAD

Beauveria bassiona & um fungo entomopatogénico gue pode a-
tacar um grande niimero de espécies de insetos - pragas de cul
tura. No entanto, testes em laboratdrio demonstram que as di-
ferentes linhagens diferem guanto A patogenicidade segundo o
hospedeiro contaminado (FARGUES, 1981; RIBA, 1985). Essa ca-
racteristica quantitativa permite a separacdo de linhagens ex
tremas, mas torna dificil a discriminagdo de linhagens proxi-
mas. Assim, para melhor caracterizacdo das linhagens e avalia
¢ao de variabilidade genética da espécie, se faz necessario o
estudo de caracteristicas qualitativas faceis de serem identi
ficadas. -

A analise de proteinas, utilizadas para estudos de poli-
morfismo bioquimico das espécies, foi proposta por alguns au-
tores para o estudo dos fungos entomopatogénicos (DE CONTI et
al., 1980; BOUCIAS et al., 1982; FARGUES, 1981). Esta analise
permite a identificacdo de diferengas celulares gque nao apare
cem a nivel morfolégico.

Este trabalho se propde a analisar caracteristicas varia
veis para a espécie B.bassiana através da variabilidade ele-
troferética de um certo nimero de enzimas. A separacgio de pro
teinas por focalizagdo isoelétrica foi escolhida por ser uma
técnica com boa resolugad e alta produtividade, além de ser
um método simples que permite a analise de varias amostras ao
mesmo tempo. (BABACAUCH, 1980; ERSELIUS & VALLAVIEILE,1984).

MATERIAL E METODOS

Culturas monospéricas de 15 linhagens de B. bassigna, iso-
ladas de hospedeiros e origem geografica diferentes,foram uti
lizadas neste trabalho.

Os conidios foram obtidos apés 12 dias de cultura das 1li
nhagens em meio semi-sintético que contém: 0,169 KH2PO4; 1,429
Na2HPO4; lg KCl; 0,6g MgSO4 7H20; 0,7g NH4NO3; 1lg de extrato de
levedura; 10g de glicose, 10y de agar em 1000 ml de &gua des-
tilada.

Para producdo de micélio, inoculou-se uma suspensao de
conidios no meio de cultura ligujdo Adamek (ADAMEK, 1965) agi
tado a 150 rpm. Apds 7 dias a 25 C, a massa hifal foi separa-
da do meio por sucessivas centrifugacgdes com agua destilada.
O micélio obtido foi seco, pesado e triturado com nitrogénio
liquido. A extracdo de proteinas soliveis foi feita por uma
centrifugacao do pd micelial adicionado de 1 ml de tampao (tris-
EDTA 5.1073, pH 8,2) por 90 mingtos a 10.000g. O sobrenadamen
te foi estocado em ampola a -35°C. As isoenzimas foram separa
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das em géis de poliacrilamida (10%), contendo 6% de anfoli-
nas (R) Pharmalytes da Pharmacia; em placas de 1x115x 230 m.
A migragao durou 90 minutos a 5Y%C com poténcia constante(30W) .
Apbs a migragdo, os géis foram incubados em solugbes de colo
ragdo para as seqguintes enzimas analisadas: a-eterases, fos-
fatases alcalinas e acidas, alcool desidrogenases, glutamato
desidrogenases, malato desidrogenases, isocitrato desidroge-
nases, fosfaglucomutases e glutamato oxalacetico transamina-
ses (BREWER, 1970; DICKSON et al., 1971; SHAW & PRASAD,1970) .

RESULTADOS E DISCUSSAOD

A técnica de identificagao isoelétrica permitiu colocar
em evidéncia o fenotipo das 15 linhagens estudadas nos 9 di-
ferentes sistemas enzimaticos.

As a-esterase se mostraram as mais polimorficas para B.
bassiona, pois um numerc importante de isoenzimas foi detec-
tado. Varias moléculas de atividades foram identificadas, tan
to no interior de cada linhagem como no conjunto de linhagens
analisadas (Figura 1). O trabalho de DE CONTI et al. (1980),
sobre Metarhizium anisoplice, e o de BOUCIAS et al. (1982) com
isolados de Hirsutella tompsonii, demonstraram que as esterases
sao facilmente detectadas e polimdérficas para estes fungos.

Para as alcool desidrogenases, glutamato desidrogenases
e malato desidrogenases, com os métodos de coloragdo utiliza
dos as isoenzimas nao foram detectadas e nao constam portan-
to na figura 1. Os outros sistemas, fosfoglucomutases glutama
to oxalacético transaminases, fosfatases acidas e alcalinas
e isocitrato desidrogenases demonstraram uma baixa variabili
dade entre as amostras analisadas (Figura 1).

Estes resultados podem estar relacionados a peguenas
quantidades destas enzimas nas extragbes proteicas, mas tam-
bém a auséncia de bandas e as diferengas reduzidas poderiam
ser atribuidas a limitacoes das técnicas utilizadas. Outros
métodos de coloracido devem ser pesquisados para estes siste-
mas. As a-esterases, no entanto, parecem ser as mais indica-
das para estudos de variabilidade genética de B.bassiana e o
polimorfismo isoenzimatico de populagoes deste fungo nos a-
grossistemas de interesse.
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FIGURA 1 - Representacao esquematica de zimogramas obtidos por isoeletro-
foralisacao de protefnas soliveis do micelio de linhagens de
Beauveria bassiana.
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