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RESUMEN: Beauveria bassiana (Balsamo) Vuillemin es un agente de control biolégico para
artropodos plaga. En el proceso de desarrollo de un agente de control biolégico como producto, es
necesario € estudio de su modo de accién, los metabolitos que en el participan y su expresion en
las cepas del hongo, a fin de garantizar conocimiento Gtil para la seleccion, optimizacion de la
produccion, formulacion e identidad de la cepa. El objetivo del presente trabajo fue la caracterizacion
bioguimica de seis cepas de B. bassiana a través de un estudio de dindmica de induccién en
diferentes medios de cultivo. Para ello se sembraron discos de micelio de seis cepas de Beauveria
bassiana en medio basal como control, medio basal suplementado con gelatina y medio basal
suplementado con quitina. Se realizaron deter minaciones de proteinas totales, actividad quitinasa y
actividad glucanasa, alos 3, 5y 7 dias postinoculacion. De manera general, las cepas 33 y 9 mostraron
los mayores niveles de produccion de los parametros evaluados. ElI medio suplementado con quitina
resulté mas favorable para la produccion de proteinas totales y de quitinasa, mientras que el medio
suplementado con gelatina fue € meor para la produccién de glucanasa.

(Palabras clave: Beauveria bassiana; actividad enzimatica; proteinas totales; quitinasas; glucanasas)

BIOCHEMICAL CHARACTERIZATION OF SIX ISOLATESOF Beauveriabassana
(BALSAMO) VUILLEMIN

ABSTRACT: Beauveria bassiana (Balsamo) Vuillemin is a promisoring biological control agent for
invertebrate pests. In the development of a product based on a biological control agent, the study
of the mode of action and the metabolites involved and their expression by the promisoring strains
is needed for selection, mass rearing, formulation and strain identity. The aim of this work was the
biochemical characterization of six B. bassiana isolates by a time course experiment in different
culture media. Mycelia disk of six B bassiana isolates were grown in a basal medium as the contral,
basal medium supplemented with chitin and basal medium supplemented with gelatine. Total
proteins, chitinase and glucanase activities were assayed at 3, 5 and 7 days post inoculation. In
general, isolates 33 and 9 showed the highest levels for all the parameters studied. The medium
supplemented with chitin was the best for total protein and chitinase activity expression, while the
media supplemented with gelatine was the best for glucanase production.

(Key words: Beauveria bassiana; enzimatic activity; total proteins; chitinases; glucanases).
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INTRODUCCION

La lucha bioldgica se plantea en la actualidad como
una alternativa amigable con el medio ambiente, méas
favorable que el control quimico. El hongo entomopatdgeno
Beauveria bassiana esta siendo estudiado de manera
intensiva como agente de control biolégico, para insec-
tos y otras plagas artropodos, por su amplia gama de
organismos diana (1, 2). Ademas de ser un parasito
necrétrofo, B. bassiana puede ser saprofito facultativo y
puede existir en la plantas como enddfito (3, 4, 5).

El potencial de este microorganismo en el control
bioldgico de insectos ha permitido su inclusién en diver-
sos programas de manejo integrado de plagas que ata-
can cultivos de importancia econémica en el mundo. En
Cuba, actualmente se utiliza en el control biolégico de
insectos plaga como la broca del café (Hypothenemus
hampei Ferrari) (Coleoptera: Scolytidae) (6).

La accion del hongo sobre el insecto es facilitada
principalmente por una gran variedad de metabolitos
secundarios producidos a lo largo del proceso de in-
feccion. El proceso patogénico se inicia en la cuticula
del insecto, con la germinacion de los conidios y la
produccioén de hifas invasoras, las cuales penetran los
tejidos a través de los intersticios y partes blandas del
insecto, dando inicio de esta forma a la actividad
enzimatica degradativa de la cuticula. Las hifas se ra-
mifican, colonizan y llegan hasta la cavidad hemocélica
del insecto, donde se produce una masa micelial por
el crecimiento del hongo. En muchos casos, el insec-
to puede ser colonizado totalmente por el hongo. Ade-
mas, se liberan toxinas, las cuales estan implicadas
en el bloqueo del desarrollo fisiolgico y pueden cau-
sar la muerte del insecto (7). La presencia de enzimas
hidroliticas suele facilitar cada etapa de infeccion del
hongo y adicionalmente puede ser importante en la
invasion del hemocele del insecto (8).

En el proceso de desarrollo de un agente de control
biol6gico como producto, es necesario €l estudio de su
modo de accidn, los metabolitos que en el participan y
Su expresion en las cepas promisorias, a fin de garanti-
zar aspectos del conocimiento que tributan a las fases
de seleccidn, optimizacion de la produccion, formulacion
eidentidad de la cepa, entre otras. El objetivo del presen-
te trabajo fue la caracterizacion bioquimica de seis aisla-
mientos de B. bassiana a través de un estudio de dinami-
ca de induccidn en diferentes medios de cultivo.

MATERIALESY METODOS

En el presente trabajo se emplearon las cepas de
Beauveria bassiana 3, 5, 9, 14, 23y 33, procedentes
del cepario del Laboratorio de Micologia Vegetal de la
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Facultad Agroforestal, Centro Universitario de
Guantdnamo, seleccionados por poseer alta capaci-
dad como agentes de control bioldgico de la broca del
café Hypothenemus hampei (Ferr.). Todas las cepas
se conservaron en medio Agar-Malta (Biocen) a 4°Cy
para su uso se subcultivaron en medio PDA (Papa
Dextrosa Agar, Biocen) en placas Petri de 9 cm, las
cuales se incubaron a 28°C durante 3 dias, momento
en que se tomo el micelio para el desarrollo del expe-
rimento de dinamica.

Para la induccién de proteinas en medio liquido se
ensayaron tres variantes diferentes: a) medio basal li-
quido que contenia extracto de levadura 1g.L* y peptona
4g.Lt (empleado como control), b) medio basal liquido
suplementado con quitina (5g.L* ) y ¢) medio basal
liquido suplementado con gelatina al 0,2% (p/v). Los
dos primeros medios se esterilizaron a 120°C durante
20 min, mientras que el medio que contenia gelatina
se esterilizo a 115°C durante 15 min.

Para todas las variantes, se dispensaron 20mL del
medio en frascos estériles de 100mL, los cuales se
inocularon con cuatro discos de micelio de 5mm de
didmetro de la periferia de la colonia pura de cada cepa.
Posteriormente, se incubaron estaticamente a 28°C,
en la oscuridad. Para cada tratamiento se realizaron
tres repeticiones. Los frascos se retiraron de la incu-
badora al tercer, quinto y séptimo dias después de la
inoculacion, los sobrenadantes se filtraron a través de
papel de filtro Whatman 3 y se conservaron a -20°C,
hasta su utilizacién en los andlisis enzimaticos.

Para la determinacion de los contenidos de pro-
teinas totales se sigui6 el protocolo descrito por
Bradford (9), realizando las lecturas de la absorbancia
a 595nm del complejo proteina-Azul de Coomasie
G-250, en un espectrofotometro (Lasso Spec lll,
Lasso Biotech LTDA) y empleando para la curva pa-
tron una solucion de 1mg.mL* de albumina de suero
bovina (BSA).

La actividad quitinasa se determin6 con 0,2 mL de
quitina coloidal 10 mg.mL* preparada acorde a Boller
et al. (10) como sustrato y se mezclé con 0,5 mL de
muestra sobrenadante. Para el resto de la determina-
cion se siguio el protocolo descrito por Gonzalez et al.
(11). La curva patron se determino utilizando N-
acetilglucosamina, a partir de una solucion madre de
1mg.mL*alacual se le realizd el mismo procedimien-
to que alas muestras. La lectura se realiz6 a 585 nm.
El célculo de la actividad enzimatica se realiz6 segln
la expresion:

DO x cotx Vens x Dil
Tincub x Venz

Actividad enziméatica =
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Donde DO: densidad 6ptica; cot: cotangente del
angulo de la curva patrén; Vens: volumen de ensayo;
Dil: dilucion; Tincub: tiempo de incubacién y Venz:
volumen de enzima. Las unidades de actividad fueron:
mmoles de producto formado.min.mL? de enzima.

Para la determinacion de la actividad enzimética
de las 1,3 B-glucanasas se utiliz6 una variante en
microplacas de 96 pozos desarrollada por Zheng y
Wozniak (12).

La actividad especifica para ambas enzimas se
determind segun la expresion:
Actividad enzimética
concentracion de proteinas (mg.mL™)

Actividad especifica =

En todas las determinaciones se realizaron tres
réplicas. Para simplificar el andlisis estadistico de los
datos obtenidos se emple6 el Andlisis Multivariado de
Componentes Principales por el pagquete estadistico
InfoStat (13), el cual permiti6 ademas determinar el
(los) medio(s) y el (los) dia (dias) que favorecieron la
induccién de la actividad proteinas totales, quitinasas
y glucanasas (por separado para cada determinacion,
asi como definir el (los) aislamiento(s) que presenta
los mayores niveles de expresion de estas enzimas.

RESULTADOSY DISCUSION

Beauveria bassiana (Balsamo) Vuillemin
(Hypocreales; Clavicipitaceae), con una amplia gama
de hospedantes de unas 700 especies de insectos, es
un bioinsecticida registrado empleado en el manejo de
plagas insectiles de diferentes cultivos (14, 15).

A pesar de la prevalencia de B. bassiana en un
gran numero de artrépodos, es conocido que la mayo-
ria de los aislamientos de este hongo tienen una gama
de hospedantes restringida y que existen algunos ejem-
plos de aislamientos de B. bassiana a partir de dife-
rentes insectos o de suelo, que son altamente virulen-
tos en otras plagas diana. Es por esto que es necesa-
rio el estudio de esta caracteristica de diferentes aisla-
mientos para seleccionar los mas virulentos (16).

La morfologia de los conidios no ha mostrado dife-
rencias considerables en las comparaciones entre dis-
tintos aislamientos (17). Tampoco existe correlacion
de la virulencia con el tamafio de los conidios, la pro-
duccidn de pigmento rojo ni el crecimiento micelial (18).
Las caracteristicas culturales han sido empleadas para
separar algunas poblaciones de B. bassiana, pero los
aislamientos individuales no siempre pueden ser dis-
tinguidos por estos métodos. Una adecuada y segura
separacion de cepas de B. bassiana es extremada-
mente importante para su explotacion en el control de
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plagas (17).

Los hongos entomopatdgenos tienen diferentes atri-
butos que determinan su virulencia frente a sus
hospedantes, incluyendo la produccién de enzimas
hidroliticas (19). Durante el proceso de infeccion
Beauveria spp. produce enzimas proteoliticas y toxi-
nas, mientras los insectos hospedantes responden con
reacciones de defensa humoral y celular (16). El me-
canismo de infeccion de B. bassiana se inicia cuando
el conidio se adhiere a la cuticula del insecto
hospedante susceptible. El conidio germina en la su-
perficie del cuerpo del insecto y de modo mecanico pe-
netra el integumento a través del tubo germinativo. Du-
rante este proceso intervienen enzimas extracelulares
relacionadas con la patogénesis tales como: proteasas,
lipasas, ureasas y quitinasas entre otras, que hidrolizan
los componentes cuticulares. La presencia de enzimas
hidroliticas suele facilitar cada etapa de infeccion del
hongo y adicionalmente puede ser importante en lain-
vasion del hemocele del insecto (20).

Teniendo en cuenta su modo de accidn, estas
enzimas hidroliticas han atraido la atencién como ob-
jeto de estudio. Aungue las proteinas totales no han
sido identificadas como un pardmetro importante, si
deben ser tenidas en cuenta para el célculo de la acti-
vidad especifica de las enzimas. El andlisis de las seis
cepas estudiadas mostré que las cepas 9y 33 fueron
las mayores productoras de proteinas (Fig. 1). Los mas
altos niveles de sintesis de proteinas totales en estas
cepas fueron expresados en los medios suplementa-
dos con quitina, detectandose al quinto dia parala cepa
33y al séptimo para la 9. La cepa que presentd los
niveles de proteinas totales més bajos fue la 3.

El analisis de las enzimas con actividad quitinasa
muestra resultados similares (Fig. 2). Aunque en este
caso lacepa 23 esla més productora de esta enzima,
la cual se expresé en mayores niveles en el medio
basal a los tres dias; las cepas 9 y 33 aparecen loca-
lizadas en el segundo grupo, estimuladas nuevamente
por la adicion de quitina al medio y alcanzando los
mayores niveles al quinto y tercer dia, respectivamen-
te. Es de notar que tanto en proteinas totales como en
quitinasas, la cepa 33 alcanza los mayores niveles de
expresion mas temprano que la otra cepa con mejor
produccion del parametro evaluado.

Existen estudios sobre el modo de accién de los
agentes de control bioldgico en los cuales el medio de
cultivo es suplementado con macerados provenientes
del organismo diana. El integumento de los insectos
(constituido por quitina) ha sido empleado como fuen-
te de nutricién para hongos especializados. Gonzélez
etal. (21), estudiaron larelacion entre la patogenicidad
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FIGURA 1. Componentes principal espara proteinastotales delas cepas de B. bassiana en | os diferentestratamientos. MB:
mediobasal (3,5y 7: diasdecultivo); MB+Q: medio basal suplementado con quitina; MB+G: medio basal suplementado con
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FIGURA 2. Componentes principal es paraactividad quitinasa delas cepasde B. bassiana en los diferentestratamientos.
MB: mediobasa (3,5Yy 7: diasde cultivo); MB+Q: medio basal suplementado con quitina; MB+G: medio basal suplemen-
tado con gelatina./ Principal components for chitinase activity of B. bassiana strains in the different treatments. MB:
basal medium (3¢, 5th and 7th: days of culture); MB+Q: basal medium supplemented with chitin; MB+G: basal medium

supplemented with gelatine.

de cuatro aislamientos de B. bassiana (Bb9007,
Bb9009, Bb9015 y Bb9205) aislados de insectos de los
ordenes Coleoptera, Hemiptera y Lepidoptera, cultiva-
dos en medio SDA (Sabouraud Dextrosa Agar) suple-
mentado con integumento de broca al 0,5%, en solu-
cién amortiguadora de fosfato pH 7,0. Los resultados de
estos investigadores mostraron incrementos altamente
significativos, superiores al 80%, en los cuatro aisla-

mientos evaluados y concluyeron que la mayoria de los
aislamientos de B. bassiana puede causar alta mortali-
dad a la broca, si permanentemente se proporciona al
hongo el sustrato requerido para desarrollarse e inducir
las enzimas requeridas para su patogenicidad (21).

En las formulaciones de diferentes hongos
promisorios como agentes de control biolégico es co-
mun emplear aditivos que mejoren la eficacia de los
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mismos. Uno de estos aditivos es la quitina. En el caso
de B. bassiana, Gerding-Gonzélez et al. (22), desarro-
llaron un estudio para evaluar la concentracion 6ptima
de quitina en una formulacion con pellet de alginato de
sodio, con el objetivo de aumentar la produccion de
conidios de la cepa Qu-B306 de B. bassiana. Con el
empleo de quitina al 2% se lograron incrementos de
hasta tres veces superiores al nimero de conidios ini-
cial, mientras niveles superiores de quitina provocaron
disminucion del nimero de conidios por pellet (22). Es
posible que en nuestros resultados la presencia de
quitina en el medio actuara también como estimulante
para la produccion y secrecion de este tipo de enzimas
hidroliticas ante la presencia del sustrato sobre el cual
la enzima desarrolla su actividad bioldgica. Lainclusion
de quitina, por lo tanto, es un aspecto a estudiar y a
tener en cuenta en estudios futuros de conservacion de
las cepas promisorias o de formulaciones de estas ce-
pas autdctonas.

Algunas enzimas han sido caracterizadas para B.
bassiana. Por ejemplo en medio liquido YPDA (Ex-
tracto de Levadura Papa Dextrosa Agar)/ YDA (Extrac-
to de Levadura Dextrosa Agar), diferentes aislamien-
tos del hongo fueron capaces de producir y liberar al
medio de cultivo una [alfa]-amilasa digestiva. No se
observaron variaciones en la intensidad de la actividad
en esta banda para los diferentes aislamientos estu-
diados. Los autores de este estudio plantean que este
es un método simple y sensible que podra usarse sa-
tisfactoriamente no s6lo para la evaluacion de diferen-
tes hongos entomopatogénicos, sino también, para
hacer una determinacién répida de posibles variacio-
nes genéticas debidas a la presencia o ausencia de
una enzima especifica.(23). Nuestros resultados apo-
yan estas aseveraciones ya que los medios de cultivo
empleados son sencillos, baratos, se emplean volu-
menes muy pequefios y el método permite en pocos
dias después de la induccion realizar las determina-
ciones y contar con un pardmetro mas a tener en cuenta
para la evaluacion del desempefio de hongo.

No obstante, las proteasas han sido las enzimas
més estudiadas en B. bassiana. Se ha informado de
la existencia de una proteasa (hombrada CDEP-1) la
cual fue expresada en la levadura Pichia pastoris y
usada como aditivo a tres gradientes de aspersion de
la cepa Bb0062 de B. bassiana sobre adultos de Myzus
persicae. Este grupo de investigacion, propone que la
proteasa en las aspersiones del hongo pudiera actuar
sobre la cuticula del hospedante y los conidios del
hongo o afectar la interaccion solamente en el curso
de lainfeccidn, pero no como causa directa de la muerte
del insecto, lo cual es una consecuencia de la micosis
atribuida a la proliferacion de las células del hongo en
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la hemolinfa del hospedante, después de la penetra-
cion de la cuticula. Sus resultados confirmaron que la
proteasa CDEP-1 incrementa la virulencia del hongo
debido ala aceleracion de la germinacion de los conidios
y la penetracion de la cuticula, lo cual constituye un
nuevo punto de vista para la utilizaciéon de proteasas
en el control microbiano (20).

Estudios basados en la sobreexpresion de la
quitinasa Bbchitl resultaron en un incremento de la
virulencia de B. bassiana. Los transformantes de B.
bassiana que segregaban una fusién de la proteasa y
la quitinasa (CDEP1:Bbchitl), penetraron la cuticula
del insecto mucho mas rapido, con una reduccion de
la dosis letal media en un 60,5%. Este trabajo repre-
senta un avance significativo hacia el desarrollo de
patégenos de insectos hipervirulentos para un control
de plagas efectivo (24) y pone de manifiesto la impor-
tancia de las quitinasas.

En la actualidad existen diversos datos que confir-
man la existencia de otras enzimas insecticidas de B.
bassiana. Diferentes estudios se han desarrollado para
investigar las enzimas quitinoliticas en B. bassiana
entre los que se incluyen las quitinasas de 45y 110
kDa (Havukkala et al., 1993), una proteina similar a la
quitinasa con 28 kDa (Fuguet et al., 2004), una quitinasa
con 33 kDa (Fang et al., 2005) y una proteina
quitinolitica con 55 kDa (Murad et al., 2007) (citados
por Kima et al. (25). Recientemente, la superproduc-
cién de una endoquitinasa mejoré la patogenicidad en
comparacion con una cepa salvaje. Kima et al. (25),
trataron de seleccionar, entre las tres proteinas rela-
cionadas con la penetracién y contenidas en fraccio-
nes obtenidas por cromatografia liquida, un factor para
predecir la actividad insecticida en el sobrenadante de
la cepa SFB-205 de B. bassiana, ensayado in vitro
sobre Aphis gossypii. La disminucion de la poblacién
de afidos fue mas influenciada de manera significativa
por la fraccién quitinasa, de forma dependiente de la
dosis, por lo que concluyen que la cantidad de quitinasa
pudiera ser empleada como uno de los factores para
determinar la calidad del sobrenadante de la cepa SFB-
205 de B. bassiana en la optimizacién de la produc-
cién (25). De ahi laimportancia de la cuantificacion de
la actividad enzimatica en este caso, ademas de los
estudios de las diferentes isoformas que pueden ex-
presarse en un aislamiento determinado.

B. bassiana ha sido aislada como colonizador
endofitico de algunas especies vegetales. También se
ha mostrado su efecto protector en las plantas contra
fitopatdégenos o inhibiendo el crecimiento micelial in
vitro de fitopatdgenos foliares y de suelo, entre los que
se encuentran: Gaeumannomyces graminis var. tritici;
Sclerotium cepivorum, Armillaria mellea, Rosellinia



CP 2 (26.1%)

-2,50

500!,

21

FIGURA 3. Componentesprincipal es
paraactividad glucanasadelas cepas
deB. bassiana enlos diferentestrata-
mientos. MB: medio basal (3, 5y 7:
diasde cultivo); MB+Q: medio basal
suplementado con quitina; MB+G:
medio basal suplementado con gelati-
na./ Principal components for
glucanase activity of B. bassiana
grainsinthedifferent treatments. MB:
basal medium (39, 5th and 7th: days
of culture); MB+Q: basal medium
supplemented with chitin; MB+G:
basal medium supplemented with

Grupo 1

0,00
CP 1 (54,3%)

500 250

necatrix; Fusarium oxysporum, Botrytis cinerea,
Rhizoctonia solani, Pythium ultimum, P. debaryanum,
y Septoria nodorum (6, 9, 10). Aun cuando las
glucanasas no han sido estudiadas en este hongo
entomopatdgeno, teniendo en cuenta lo anterior, resul-
té interesante conocer el comportamiento de la expre-
sion de esta enzima en particular (Fig. 3).

Para esta enzima, la cepa 33 fue la que alcanzé
los niveles mas elevados de expresion de la actividad,
en este caso en el medio suplementado con gelatina,
al séptimo dia. No existen referencias de estudios de
glucanasas para B. bassiana en la literatura.

Consideramos que es valido incluir este tipo de
estudio empleando el medio suplementado con quitina
y la determinacion de quitinasa en los trabajos de se-
leccion de cepas promisorias como biocontroles de
insectos. Por otra parte, seria importante realizar es-
tudios del efecto de los aislamientos incluidos en este
trabajo, sobre algunos de los fitopatégenos mas im-
portantes de Cuba, especialmente con el aislamiento
33, que fue en este estudio el mas promisorio en cuan-
to a produccion de enzimas extracelulares relaciona-
das con el proceso de patogénesis.
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