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Actividad de a-amilasas del hongo entomopatégenBeauveria
bassianacultivado en medio liquido

o-Amylase activity from the entomopathogenic fun@eauveria bassiana
growing in liquid medium

MARTA CECILIA FLOREZ M2, JUAN C. LOPEZ N, ARNUBIO VALENCIA JIMENEZ*

Resumen Diferentes aislamientos del hongo entomopaté@eauveria bassianse cultivaron en medio liquido

(YPDA / YDA). Bajo estas condicionds bassiandue capaz de producir y liberar al medio de cultivo ana

amilasa digestiva. Mediante electroforésis en geles de isoelectroenfoque (IEF) se logré estimar el punto isoeléctrico
(p!) de esta banda de actividad en 6,75. No se observaron variaciones en la intensidad de la actividad en esta banda
para los diferentes aislamientos. Sin embargo, estos aislamientos mostraron diferencias consistentes en la actividad
de la enzima especialmente cuando se utilizaron diferentes concentraciones de caBidiassianan el medio

de cultivo. Este es un método simple y sensible para la determinacién de la actandéasa presente en el medio

liquido deB. bassianagl cual podria usarse satisfactoriamente no sélo para la evaluacion de diferentes hongos
entomopatogénicos, sino también, para hacer una determinacion rpida de posibles variaciones genéticas debidas a
la presencia o ausencia de una enzima especifica.

Palabras clave Enzimas. Cultivos monosp0ricos. Punto isoeléctrico.

Summary. Different isolates of the entomopathogenic fun@esuveria bassianaere grown using a liquid

medium (YPDA / YDA). Under these conditioBs bassianavas able to release anamylase enzyme into the
medium. Using electrophoresis on isoelectric focusing (IEF) gels the isoelectrigyhpaftthis amylase activity

band was estimated at 6.75 using isoelectric focusing (IEF). Variation in the intensity of enzyme activity was not
observed in this band for the different isolates. However, these isolates showed consistent differences in the a-
amylase activity especially when different concentratioris bhssianaonidia were used in the culture medium.

This is a simple and sensitive method to determiaenylase activity in liquid culture @&. bassianawhich could

be used satisfactorily not only to evaluate different fungal entomopathogens, but to make a rapid determination of
the possible genetic variants based on the presence or absence of a specific enzyme.
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Introduccién tividad de muchas enzimas intracelulareperfil electroforético de isoenzimas lle-

. . . .. en hongos entomopatdgenos ha sido evaiados a cabo en hongos coBidbassia-
Se han realizado diversas investigaciongga4a previamente mediante diferentesiay M. anisopliaehan sido utilizados
con el proposito de evaluar la actividad d"%gtodomgias (Leopold y Samsinakovacomo herramienta para la clasificacion
una enzima especifica como ayuda para Bg70). Estas mismas metodologias pueddaxonomica de las diferentes poblacio-
caracterizacion de hongos entomopatose e ytilidad cuando se trata de evaluar Res geograficas de la especie (St. Leger
genos (St. Legeet al 1993; Leopold y ,ctividad de enzimas extracelulares quét al 1993; Ratret al. 1995; Bridgeet

Samsinakova 1970; Bidochka y Khachayqp, producidas por hongos que crecen e 1990).
tourians 1987; Patersat al 1989; May

et al 1979: Micalet al 1986). Sin em- cultivos liquidos. La electroforesis de enzimas pectoliticas

bargo, pocas se han enfocado en el estud®d cultivo de hongos filamentosos enha sido aplicada para Ia interpretacion
de la relacion entre la actividad de estagiedio liquido es muy recomendadogenética en estudios de fusion de proto-
enzimas y la virulencia de los hongosdado que no sélo permite una facilplastos hibridos d@enicillium chryso-
entomopatégenos hacia sus hospederos (§tantificacion del material obtenido agenumy P. roquefortm(l?atersoret_ al.
Legeret al 1996). Actualmente se sabe quéo largo del cultivo, sino también el es-1989). Dado que los métodos existentes
enzimas como las amilasas, proteasal/dio de las principales caracteristicapara la medicion cuantitativa de la acti-
quitinasas y lipasas participan en el mec isioldgicas del hongo, en especial polvidad dea-amilasas de hongos entomo-
nismo de infeccion durante la invasion afratarse de un sistema homogéneo gugatggenos son bastante diversos y en
hospedero. Hongos entomopatc')genogilc'“t?,‘Ia.I I_ntercamb;o gageolso Y,T’Vl'taalgunos casos dispendiosos, se hace ne-
comoMetarhizium anisopliag Beauveria .o autolisis prematura de 1a celu'd,cesarip estandarizar una metodologia
bassianainician su proceso de infeccion asegurando de esta forma un buen CreCFara la cuantificacion rapida y sencilla
- ; miento celular. Estas enzimas extracelu’
cuando la conidia germina y penetra a tr. ?

. . : ' Udyres, presentes en cantidades suficient € la ac.t|V|dad de egta enzima. E.I presen-
ves de la cuticula del insecto. Las enzimagy, |os hongos en el cultivo liquido, e trabajo se planted con el objetivo prin-

involucradas en este proceso pueden Sg{,eden ser detectadas y caracterizad&yal de proponer una metodologia de
producidasin vitro; mediante el uso de taciimente por electroforesis (St. Leger€valuacion de enzimas extracelulares
sustratos especificos (St. Legeénl 1993; ¢t ). 1996; Bidochka y KhachatouriansProvenientes de hongos, la cual permita
Bidochka y Khachatourians 1987). La ac-1987; Legeret al 1993). Estudios del una evaluacion mucho mas rapida y sen-
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cilla de la actividad de ésta y otraskl efecto de la composicion del mediode la gran precision y fiabilidad de la
enzimas que pudieran estar relacionadasobre la actividad amilolitica del mono-metodologia aqui utilizada.

con caracteristicas de patogenicidad degsporicoBb 9205 (5), se determind utili-
hongo. Una metodologia como ésta perzando los medios de cultivo YDA y .

mitiria estudiar con mayor detalle otrosYPDA. Un volumen de 100 ml de Cadaggjnrgdt:de rdn;;)_zumﬁilljécs)gesneei}/ogdL&::em;);ﬁ:’al

sistemas enzimaticos, facilitando la seuno de los medios de cultivo evaluados; periodo exponencial de crecimiento
leccién de aislamientos de hongosse inocul6 con 1 ml de una suspensié?SWamy y Seenayya 1996). Resulta no-
entomopatégenos con mayor potenciafle conidios déB. bassianaa una con- 4, que la actividad de las-amilasas

Al igual que erB. bassianaen Clostri-

para el control de insectos plaga. centraciéno de 1x E@onidios/ml, dejan- g« irectamente relacionada con el cre-
Material Métod (rjorf]edarZitC7er(1jiag|tZC|or:ticrodnslt?nnttrananltO miento del hongo lo cual evidencia que
ateriaies y hetodos d% la usiaem%ra yaiédrf%4 h E;e t%mitrooﬁl crecimiento micelial es crucial para la

Material Biolégico muestras de 1m! del sobrenadante, | decuada produccién de las diferentes

- ) . . aﬁroteinas extracelulares (Carlsenal.
Se utilizaron los cultivos monoesporicos:cuales se centrifugaron a 12000 x g duyggg) sin duda alguna, la expresién de

1,2, 3, 4,5y 21 obtenidos a partir derante 15 min para proceder con las detefs,imas gigestivas por parte de los hon-
aislamientoBeauveria bassiangBalsa- Minaciones de actividad de la enzima. gos entomopatégenos que crecen en me-

mo) Bb 9205 previamente reactivadosgggleciroenfoque (IEF) y zimogramas dios de cultivo liquido dependera en gran
sobre adultos dél. hampej provenien- 4o 5ctividad enzimatica medida de la composicion del mismo.
tes de la coleccion que posee la Discipli- L o _ Hongos comd. bassiana, M. anisopliae,
na de Entomologia del Centro NacionalCon el objetivo de identificar y caracteri- Paecilomycespp y V. lecanij producen

de Investigaciones de Café, Cenicaf@ar parcialmentep() cada una de las ban-grandes cantidades de proteasas y quiti-
(Chinchina-Colombia). das de actividad-amilasa producidas por nasas en medios de cultivo liquido
el hongoB. bassianaen medio liquido se (Gillespie 1988).

corrieron electroforesis sobre geles d . .

Los medios de cultivo utilizados fueron: isoelectroenfoque (IEF) 3-9 en una camarigudlmente se encontr6 que un medio de
YPGA (extracto de levadura 0,5%, de electroforesis PhastSystem (Pharmacia';}u't'v0 que contenga peptona y extracto
peptona 1%, glucosa 2% y almidon soluDespués de la electroforesis el gel se incie Ifevaduréa se constituye enluna rr:juy bue-
ble 0,5%) y YGA (extracto de levadurahé en una solucion de almidon al 1 % duh@ lUente de nitrogeno para la produccion

0,5%, glucosa 2% y almidén 0,5%). Unarante una hora a 4°C. Posteriormente sgﬁ ﬁgﬁg?(jsa%()crigoc?r? %rgltljaastgz’ Slﬁr%ﬁlsfr;ta
vez preparados los medios se esterilizgncubé por 1 h a 30°C con solucion joq Swamy y Seenayya (1996)

ron en autoclave durante 15 min. amortiguadora citrato 0.05 M pH 5,0 con- ’ -

Concentracion de conidios/ml teniendo 10 mM de NaCl y 20 mM de Concentracion de conidios/ml

) CaCl, Finalmente el gel se tifi6 con una_ 2liai

Un volumen de 100 ml del medio de cul- > : : os analisis del efecto de la concentra-
solucién de lodo (1: 0.5% y KI: 5 %) du- ¢isn inicial del inéculo sobre la actividad

tivo YGA se inoculé con 1 ml de una sus- : S
s - h rante 10-15 min. Las bandas de activida ; ;
pension de conidios dB. bassianaa dea-amilasas d&. bassianae evaluaron

. con este tratamiento aparecen como zon - -
Cof; elrgrigr?ﬂ?; s;jrﬁl 13( ;J.’ zgn)éilc%elg %go C blancas sobre un fondopazul oscuro. El pur?:zij racrg;téﬁtg?nr} ee :]rtrée(ﬂg dgcgg\t/ic\)/?g;g.
)e/n agitacion constante ; 100 rpm durant® isoelectrico se calculo haciendo uso dgmilolitica bajo estas condiciones se mues-
6 dias. A partir del momento de la siembrl Patron de proteinas cphconocido Y {3 en la Figura 2. Si bien no se encontra-
y cada 24 h se tomaron muestras de 1nfiPoyados con el software (ImageMastefon diferencias en la actividad de la enzima
las cuales se centrifugaron a 12000 x XDS) suministrado por Pharmacia Biotechentre |as concentraciones de 1% ¥ x

Medios de cultivo evaluados

durante 15 min. El sobrenadante se utili- . L 10 conidios/ml, si se presentaron diferen-
z6 para la determinacion de la cantidad de Resultados y Discusion cias cuando se compararon contra las otras
sustrato remanente como consecuencia @8ecto de la composicién del medio lj- oS concentraciones evaluadas, especial-
la actividad acumulada de la enzima. Cadgyido sobre la actividad amilolitica mente después de las primeras 48 h de cul-
determinacion se efectud por triplicado. tivo. Asi mismo, se puede apreciar con

En este experimento no se observaron dijaridad que la cinética del desdoblamien-
ferencias en cuanto al crecimiento y actg del almidén sigue un comportamiento

tividad amilolitica del hongo a lo largo gimilar en todas las concentraciones eva-
La actividad amilasa se determiné dede siete dias de evaluacion en los dogadas, Io cual se denota en la pendiente
acuerdo con una modificacién del méto-medios de cultivo (Fig. 1). La actividad 4 |5 curva obtenida. Conforme se

do de Hopkins y Bird (1954). 200 pl delde la enzima no se detecto en 10S prim&ncrementa la concentracion de conidios/
sobrenadante del medio de cultivo sé0s cuatro dias de cultivo evidenciandqy, el ingculo inicial, el desdoblamiento

mezclaron con 1 ml de agua destilad&le esta forma una baja produccion. SlQ,;im4tico del almidén se presenta mas
mas 5 ml de solucién de lodo (I: 0.5 % ya partir de este momento se empez6 a dgsypranamente como consecuencia de
KI: 5 %). La absorbancia de la muestra s¢ectar ligeramente, registrandose la Mg, mayor cantidad de la enzima que esta
ley6 espectrofotométricamente a 580 nnyor actividad a partir del sexto dia. Engiop g jiperada al medio de cultivo per-
utilizando un espectrofotometro UV/VIS las Ultimas 24 h de cultivo se produjo,iiando de esta forma establecer diferen-
marca UNICAM. Una unidad de activi- cerca del 90 % del total de actividad g€ i,s antre |as diferentes concentraciones
dad enzimatica se definio6 como unanerada en todo el tiempo de evaluacion: '
disminucién en 0,001 unidades de absorEl hecho de que las dos graficas de actEs evidente que una mayor actividad de
bancia. Para cada prueba de actividad sedad de la enzima-amilasa se super- la enzima, propiciada por una mayor con-

tomaron 5 repeticiones. pongan entre si, es una evidencia claraentracion del in6culo acorta notable-

Determinacion de la actividad
amilolitica
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Figura 1. Efecto de la composicion del medio de cultivo sobre la activicrigura 2. Efecto de la concentracion de conidioBdbassiandBb
9205) sobre la actividad amilolitica.

dad amilolitica de un cultivo monoespoéricoBléassiandb 9205 (5).
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Figura 3. Comportamiento de la actividad amilasa de tres aislamiekigura 4. Comportamiento de la actividad amilasa de tres aislamien-
tos monoesporicos obtenidos BebassiangBb 9205). tos monoesporicos obtenidos BebassiangBb 9205).

mente el tiempo requerido para que eido producida (Hankin y AnagnostakisLa metodologia aqui evaluada permiti-
desdoblamiento enzimatico del almidén1975). La capacidad de estos hongos paréa conocer, de manera muy rapida, dife-
se inicie, permitiendo de esta forma quelegradar el almidén fue usada en esteencias en cuanto a la actividad de esta
el hongo alcance a completar la digesexperimento como un criterio para dedimportante enzima entre diferentes aisla-
tion total del sustrato. terminar el potencial de producir enzimagnientos del hongo, las cuales podrian
. de tipo amilolitico. estar correlacionadas con mayor o menor
El hongo en concentraciones de 1?’(310 o o actividad controladora de insectos pla-
1x1¢ 'con|d|os/ml inicia su actividad Actividad amilolitica ga. La mayor rapidez de estos analisis
amilolitica a las 72 h mientras que a conp g resyltados se muestran en las Figurdsoguimicos se fundamenta en el hecho
centraciones de 1x19 1x10esta acti- 3 4 | o5 aislamientos 9205 (2), 9205 (3de que mediante el uso de esta metodo-
vidad se hace evidente a partir de lag g»05 (21) presentan un comportamienlogia no resulta indispensable la purifi-
primeras 48 h de cultivo. De esta manerg, pasiante similar entre ellos, mientras queacion o aislamiento de la enzima a partir
se puede llegar a establecer cual seria Qs restantes aislamientos 9205 (1), 9208el medio de cultivo. En caso de ser ne-
comportamiento de la produccion de ayy y 9205 (5) evidencian un comporta-cesaria la purificacién de la enzima; esta
amilasas extracelulares de un hongo eRlientg de la actividad de la enzima qudarea sin duda requeriria de mayor tiem-
funcion de la concentracion y tiempo del,, oo oo relaciona con el tipo de monoPo (Hankin y Anagnostakis 1975). Sin
crecimiento del mismo. Se podria pensagg s ico evaluado. Dado que se trata deuda, las enzimas extracelulares que son
que bajo condiciones de campo, una mas, ;g provenientes de aislamientogProducidas por estos hongos son de gran
yor concentracion del indculo sobre elmonoespéricos dB. bassianagueda en importancia para entender mejor la for-
insecto hospedero traeria como CONSEs ;:jancia que el cdmportamiento bioquiMa como éllos utilizan y transforman el
cuencia un evento mas temprano dg,.."qe sus enzimas por lo menos en |§ustrato sobre el cual crecen.
patogénesis y en consecuencia una mu :

2 e(ﬁhe respecta a lasamilasas, no sigue un _. - o
te mas temprana. Zimogramas de actividad enzimatica

patron uniforme indicando de esta mane<
El término produccién de una enzima estéa que aun bajo estas condiciones deos zimogramas de actividad efectuados
referido tanto a la sintesis de la enzimaultivo se pueden esperar resultados difgpara las muestras provenientes del me-
por parte del hongo como a la actividadentes bajo condiciones de crecimiento edio de cultivo del hongo y desarrollados

de la enzima en el medio una vez que hiaboratorio y en campo. sobre geles de isoelectroenfoque IEF 3-9
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mostraron la presencia de una sola bandgaodria facilitar la evaluacion y seleccionHANKIN, L.; ANAGNOSTAKIS, S. L. 1975.

de actividad amilasa la cual al parecede aislamientos de hongos entomopa-

representa eB. bassianda totalidad de tdgenos por su potencial para el control
la actividad de esta enzima (Fig. B)pl  de insectos plaga.
calculado mediante el uso de marcadores

depl fue de 6,70, indicando su naturale-
za casi neutra. No es muy comun en hon-
gos entomopatdgenos que la activida
digestiva de un sustrato en particular |
efectie una sola isoforma de la enzim
Al parecer, y basados en los re'sultado os que crecen en medio liquido.
encontrados en el presente trabajo, el cre-
cimiento de hongos en medio liquido* El hongo entomopatéger® bassiana
pudiera eventualmente favorecer la actibajo condiciones de cultivo en medio li-
vidad de estas enzimas y propiciar queuido, produce al parecer una sola
so6lo una o muy pocas isoformas se exisoforma dex-amilasa con upl cercano
presen bajo tales condiciones. Por lo tara la neutralidad.

to, se hace necesario estudiar los patrong
de expresion de ésta y otras enzimas cual

Conclusiones

sencilla de la actividad d@-amilasas

Se logro la estandarizacion de una meto-
ologia que permite la evaluacion rapidd EOPOLD. J.; SAMSINAKOVA, A. 1970.

rovenientes de hongos entomopatdge-

The use of solid media for detection of
enzyme production by fungi. Mycologia
67: 597 — 607.

HOPKINS, R. H.; BIRD, R. 1954. The action

of some a-amylases on amylose. Bioche-
mical Journal 56: 86-96.

Quantitative estimation of chitinase and
several other enzymes in the fungus
Beauveria bassianalournal of Inverte-
brate Pathology 15: 34-44.

. MAY, B.; ROBERTS, D. W,; SOPER, R. S.

1979. Intraspecific genetic variability in
laboratory strains oEntomophthoraas
determined by enzyme electrophoresis.
Experimental Mycology 3: 289-297.

‘fEn razén a las diferencias encontradaslICALES, J. A.; BONDE, M. R.; PETER-
Bntre aislamientos monosporicos en cuan- SON, G. L. 1986. The use of isozyme

do se encuentran atacando al insecto. to a la actividad de esta enzima, esta va- analysis in fungal taxonomy and genetics.

riable podria ser utilizada como un nuevo

PI hongo por su potencial para el control
de insectos plaga.
- 8.65
— 845 Recomendaciones
8.15
735  *Adelantar nuevos estudios que exploren
- enzimas en el sistema insecto-hongo.
685
- —— 655 . . ;
correlacionen la patogenicidad de dife-
. rentes aislamientos de hongos entomo-
P— — 7 patdégenos y los niveles de actividad de
a-amilasas.
- — 520
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