CARACTERI,ZAQAO DE ISOLADOS DE NOMURAEA RILEYI
ATRAVES DE ELETROFORESE DE ESTERASES'
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RESUMO - Procedeu-se 2 identificagdo dos padroes eletroforéticos das isoenzimas alfa e beta-
esterases de nove isolados do fungo entomégeno Nomuraea rileyi (Farlow) Samson, obtidos a
partir de lagartas de Anticarsia gemmatalis Huebner (Lep.: Noctuidae) coletadas em lavouras de
soja (Glycine max) de municipios do Rio Grande do Sul: Cachoeirinha, Guafba, Marau, Nova
Prata, Palmeira das MissGes, Pelotas, Santa Rosa, Tapera e Taquari. A eletroforese de micélio e
de conidios foi realizada em gel de poliacrilamida em migragfio horizontal e corrente continua de
10 v/em, com 50 mA/placa. Registraram-se as bandas eletroforéticas através do cdlculo de suas
migragoes relativas (MR) e suas intensidades relativas. A comparagio entre os isolados foi reali-
zada através da andlise fen€tica, pelo indice de similaridade de Jaccard; e o agrupamento, pelo
método ndo ponderado de agrupamento aos pares por média aritmética (UPGMA). Observou-
se que a diferenciacio entre os isolados ao nivel das esterases foi bastante pronunciada, tanto
em localizagdo como em intensidade das bandas, o que permitiu a caracterizagdo dos isolados. A
origem geografica ndo influiu na detecgdo de semelhanga entre eles.

Termos para indexagdo: isoenzimas alfa-esterase, beta-esterase, fungo entomaégeno, Anticarsia
gemmatalis, soja, micélio, conidios.
CHARACTERIZATION OF NOMURAEA RILEYT
ISOLATES THROUGH ELECTROPHORESIS OF ESTERASES

ABSTRACT - This work aims at identifying the electrophoretic patterns of alpha- and
beta-esterases isoenzymes from nine isolates of the entomogenous fungus Nomuraea rileyi
(Farlow) Samson. The isolates were obtained from Anticarsia gemmatalis Huebner (Lep.:
Noctuidae) larvae collected in soybean (Glycine max Merrill.) fields in counties located in Rio
Grande do Sul, Brazil: Cachoeirinha, Guafba, Marau, Nova Prata, Palmeira das Missdes,
Pelotas, Santa Rosa, Tapera, and Taquari. The micelia and conidia of isolates were submitted to
electrophoresis using horizontal migration in polyacrylamide gel and continuous electrical
current of 10 vicm anc 50 mA/plate. Electrophoretic bands, as well as their relative migrations
(RM) and their relative intensities, were recorded. The comparison among isolates was done
through phenetic analysis, using mathematical models of Jaccard Association and grouping
according to the UPGMA method (unweighted par group method using arithmetic average). It
was observed that the differentiation among isolates at esterasic level was quite accentuated,
both in location and intensity of bands, permitting the characterization of isolates. Sites of origin
of isolates had no influence in the detection of similarities among them.

Index terms: alpha- and beta-esterases isoenzymes, entomogenous fungus, Anticarsia
gemmatalis, soybean, micelia, conidia.
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A técnica de eletroforese de zona em gel de
poliacrilamida baseia-se na migragio diferencial
de proteinas em um campo elétrico, causada
por diferengas de carga liquida das proteinas,
que sao um reflexo da superficie tridimensional
das macromoléculas, ou, ainda, ao seu tamanho
e forma (Avise 1975). Esta técnica tem sido uti-
lizada na resolugdo de problemas de classifi-
cagdo de fitopat6genos € de entomopatdgenos,
bem como na investigag¢ao, ao nivel bioquimico,
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da resisténcia de hospedeiros a patégenos € do
efeito destes no metabolismo de seu hospedeiro
(De Conti et al. 1980, Tigano & Riba 1990,
Matsumura 1991).

O fungo Nomuraea rileyi (Farlow) Samson
ocorre em mais de 32 espécies de insetos das
ordens Coleoptera, Lepidoptera ¢ Orthoptera,
sendo um dos mais importantes agentes de con-
trole bioldgico no Brasil; cerca de 90% dos
hospedeiros de N. rileyi pertencem a ordem Le-
pidoptera (Alves 1986). A lagarta-da-soja, Anti-
carsia gemmatalis Huebner (Lep., Noctuidae),
uma das principais pragas desta lavoura no Bra-
sil, € controlada eficientemente por este fungo.:
Periodos de alta umidade relativa (acima de
70%) e temperatura em torno de 26°C, no
verdo, favorecem o desenvolvimento do fungo
(Alves 1986), causando a ‘“‘doenga-branca” nas
lagartas, diminuindo, ou mesmo evitando, a
aplicagao de inseticidas para o controle desta

praga.

Estudos eletroforéticos com trés patStipos
de N. rileyi foram desenvolvidos por Joslyn &
Boucias (1981), a partir de trés hospedeiros:
Heliothis zea (Lep.: Noctuidae), Pseudoplusia
includens (Lep.: Noctuidae) e A. gemmarialis
Huebner. Foram identificadas 39 bandas isoen-
zimaticas diferentes entre 17 sistemas enzimati-
cos testados, incluindo alfa e beta-esterases. Os
patotipos de H. zea e de P. includens apresenta-
ram padroes muito semelhantes entre si e dis?
tintos dos evidenciados pelo patotipo isolado de
A. gemmatalis. Os dados eletroforéticos confir-
maram as diferencas taxionOmicas esperadas,
baseadas na especificidade de hospedeiro, evi-
denciando a utilidade deste tipo de andlise na
distin¢do de isolados de N. rileyi intimamente
relacionados.

Neste trabalho, fez-se a eletroforese de
amostras de N. rileyi coletadas em nove munici-
pios do Estado do Rio Grande do Sul, com os
objetivos de caracterizar estes isolados através
de seus padrOes esterdsicos, € de estudar, por
andlise fenética, a similaridade entre eles, em
fungdo de sua proximidade geogréfica.
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MATERIAL E METODOS

O trabalho foi conduzido no Laboratério de Fito-
patologia da Faculdade de Agronomia e no Laborat6-
rio de Eletroforese do Departamento de Genética, na
Universidade Federal do Rio Grande do Sul, no ano
de 1987.

As amostras de N. rileyi foram isoladas a partir de
lagartas de A. gemmatalis mortas, com 0 sintoma da
“doenga-branca”, coletadas em lavouras de soja de
nove municipios do Rio Grande do Sul, na safra
1986/1987. Os municfpios € o c6digo de identificagdo
dos isolados foram: Cachoeirinha (CH), Guaiba
(GU), Marau (MA), Nova Prata (NP), Palmeira das
MissGes (PM), Pelotas (PE), Santa Rosa (SR), Tapera
(TP) e Taquari (TQ) (Fig. 1).

Utilizou-se 0 meio de cultura Sabourand maltose
agar enriquecido com 1% de extrato de levedura-
SMAY (Kish & Allen 1976) para o desenvolvimento
do fungo, em placas-de-Petri. Apds a inocula¢do com
uma suspensdo de esporos, as placas, vedadas com fita
adesiva de plastico, foram levadas a uma estufa, a
temperatura de 26 * 1°9C e fotoperiodo de doze ho-
ras.

Os isolados, ap6s a purifica¢do, foram inoculados
em lagartas de A. gemmatalis de terceiro fnstar, visan-
do a reativagdo do entomopatdgeno € a uniformizagio
das amostras. Posteriormente, os materiais foram rei-
solados e armazenados a temperatura de 4°C durante
duas semanas, at€ a realizacao da eletroforese.

Procedeu-se & migragdo eletroforética das isoenzi-
mas alfa e beta-esterases a partir de macerados de
micélio e de conidios de cada isolado, aplicados, com
duas repetigoes, em gel de poliacrilamida a 8%. No
preparo do gel e na homogeneizagdo das amostras, fo-
ram utilizados os tampdes A € B de Scandalios (1969),
na propor¢do de 1A:9B, em seu pH original de 8,3. A
composicdo dos dois tampdes era a seguinte:

Tampdo A: borato de litio pH 8,3 0,24 M
hidréxidode litio ... .............. 1,20 g
4cido borico (anidro) .. ........... 11,89 g
dgua destilada .. ............ até 1.000 m!
Tampao B: tris citrato pH 8,3 0,0595 M
LHS . ..o 620 g
4deidocitrico . ........ ... ... ..., 160 g
4dgua destilada . .. ........... aé 1.000 ml

A migragdo horizontal ocorreu durante quatro ho-
ras, em corrente continua de 10 v/cm com 50 mA/pla-
ca. ApGs, o gel foi revelado através de coloragdo en-
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Municipios Regioes Climgticas

PM - Palmeira das Missoes 1-Pignalto Médio, Missoes e

TP - Tapera Alto vale do Uruguai;

MA - Marau 2-Baixo Vale do Uruguai, Depressao
SR - Sonta Roso Central e Litoral Norte;

NP - Nova Prata 3- Campanha, Serra do Sudeste e
CH - Cachoeirinha 4 - Serra do Nordeste e Planalto

GU - Guaiba Superior.

PE - Pelotas

FIG. 1. Mapa do Rio Grande do Sul com a localizagiio dos municipios de origem dos isolados
de N. rileyi e as regides climaticas do Estado.
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zimédtica especifica (Matsumura 1991), segundo a
composi¢do descrita por Scandalios (1969), com al-
gumas modificagoes:

o« -naftil acetato (1%) . .............. 2mi
JB -naftilacetato (1%) ............... 3ml
Fast Bue RR(sal) .............. 50,0 mg
Tampao C* ............. .. .... 50,0 m!
Tampao D**. . ... ............... 10 ml
Agua destilada . ................. 40 ml
* Tampdo C: fosfato pH 4,3 02M
NaH,PO, . ........... ... ... 2780¢g
dguadestilada .. ........... a¢ 1.000 ml
** Tampdo D: fosfato pH 9,2 02M
NaH,PO, .................. 863 g
dguadestilada .. ......... .. aé 1.000 ml

O gel foi mantido na solugdo de revelagdo por 1 h
30 min, a 37°C. Ap6s, foi lavado em 4gua destilada e
fixado em solugdo de dgua, dlcool metilico e dcido acé-
tico, na proporgdo de 5:5:1, durante 15 minutos. ApGs
este periodo, o gel foi envolto em pelicula de pléstico e
armazenado a temperatura de 4°C.

Na andlise, foram registradas as bandas enzimati-
cas, a distancia real de migragdo (em relagdo ao seu
ponto de aplica¢do) ¢ suas intensidades relativas, de
acordo com o critério estabelecido de forte, média,
fraca e fraquissima. A comparagdo entre os isolados
baseou-se no cdlculo do MR (migragdo relativa)
(Matsumura 1991), dividindo-se a distdncia de mi-
gragdo do ponto médio da banda pela distancia de mi-

gragdo da banda mais distante, ou banda anddica, pre-
sente em todos os isolados, cujo MR foi considerado
1,00.

Cada banda foi tomada como uma varidvel qualita-
tiva (auséncia ou presenca) para a andlise fenética. Pa-
ra se verificar a existéncia de homogeneidade intra-es-
pecffica, calculou-se o indice de similaridade de Jac-
card (Sneath & Sokal 1973), que reflete o ndimero de
bandas idénticas que dois grupos (linhagens, popu-
lagdes etc.) compartilham, sendo expresso como uma
fragdo das variantes isoenzimadticas idénticas sobre
o ndmero total de variantes apresentadas pelos gru-
pos. O método de agrupamento utilizado foi o UPG-
MA, ou método ndo-ponderado de agrupamento aos
pares por média aritmética. Calculou-se, ainda, o coe-
ficiente de correlagde cofenética, que € uma estimati-
va da medida da distor¢do interna da técnica e avalia o
grau em que o fenograma representa os valores da
matriz de semelhanga inicial (Sokal & Rohif 1962).

RESULTADOS E DISCUSSAO

A ocorréncia das bandas eletroforéticas nos
sistemas isoenzimdticos das alfa e beta-esterases
dos diferentes isolados de N. rileyi estd repre-
sentada pelo zimograma da Fig. 2. Analisan-
do-o, observa-se que a diferenciagdo entre os
isolados ao nivel das esterases foi bastante pro-
nunciada, em termos de distdncia de migragio e
intensidade das bandas. Houve, em todos, a
presenga de uma banda anddica com idéntica
migracdo relativa (MR = 1,00) e com intensi-
dade aproximadamente uniforme. As bandas
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FIG. 2. Zimograma dos padroes eletroforéticos nos sistemas alfa e beta-esterases de isolados de N. rileyi.

Cadigo dos isolados de acordo com a Fig. 1.
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mais proximas ao ponto de aplicagao provavel- A andlise fenética dos resultados possibilitou
mente constituem uma Gnica banda, comum a2 a elaboragdo do fenograma apresentado na
todos os isolados. A variagdo observada ocorreu  Fig. 3. Constatou-se que, de maneira geral, for-
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FIG. 3. Fenograma de isolados de N. rileyi com base nos padroes eletroforéticos dos sistemas
alfa e beta-esterases, analisados pelo {ndice de similaridade de Jaccard e agrupados
por UPGMA. Cédigo dos isolados de acordo com a Fig. 1.
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isolados. O primeiro grupo consistiu dos isola-
dos CH, MA, PE, GU e NP; o segundo, for-
mou-se com TP, SR, PM e TQ. Os isolados CH
€ MA apresentaram o nivel de ligagdo mais ele-
vado (0,75), o que significou que, entre os nove
isolados, estes foram os mais semelhantes. A
seguir, em nivel decrescente de similaridade,
uniram-se os isolados PE ¢ GU, no primeiro
grupo, € SR e PM, no segundo, ao nivel de 0,50,
e assim sucessivamente, até os dois grupos tor-
narem-se unidos ao nivel de 0,21. Por este tipo
de andlise, o isolado TQ pode ser considerado o
mais diferenciado, pois apresentou o mais alto
nivel individual de ligagao.

O coeficiente de correlagdo cofenética calcu-
lado foi de 0,84, e mostrou-se satisfatério, pois
valores acima de 0,80 indicam uma boa repre-
sentagdo da matriz de semelhanga inicial por
parte do fenograma.

Nao se constatou uma relagio clara entre a
semelhanga genética dos isolados e a sua pro-
ximidade geografica. Os isolados que foram
considerados mais assemelhados (CH e MA)
sdo de regiOes climdticas diferentes: um é do
municipio de Cachoeirinha, que se localiza na
Depressao Central, e o outro é de Marau, mu-
nicipio do Planalto Médio. No caso do grupo
formado pelos isolados TP, SR, PM ¢ TQ, sem
a ocorréncia do isolado de Taquari (TQ), da
Depressdo Central, poder-se-ia considerar que

. os isolados do Planalto Médio e Alto Vale do
Uruguai (Tapera-TP, Santa Rosa-SR e Palmei-
ra das Missoes-PM), por serem regides tipica-
mente produtoras de soja, teriam uma seme-
lhanga genética bastante grande. Outro fator
que poderia influir na diversidade genética
apresentada pelos nove isolados de N. rileyi se-
ria a variagdao propria do hospedeiro, no caso
dos individuos da espécie A. gemmatalis, 0 que
ndo foi considerado neste estudo. :

Esta andlise de semelhancas entre isolados
teve como base apenas a manifestagio das
isoenzimas alfa e beta-esterases, obtidas através
de processo eletroforético. Embora sejam con-
sideradas enzimas que refletem a diversidade do
ambiente, uma caracterizagdo mais precisa de
isolados deve levar em consideragdo um maior
namero de aspectos, como caracteres morfolo-
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gicos e fisiol6gicos, entre outros. A andlise ele-
troforética reflete a identificagdo de uma possi-
vel ocorréncia de variabilidade intra-especifica
ao nivel molecular, o que foi constatado nos sis-
temas alfa e beta-esterases para os nove isola-
dos de N. rileyi.

CONCLUSOES

1. Houve diferenciagdo entre isolados de N.
rileyi com base nos padrdes eletroforéticos de
micélio ¢ de conidios nos sistemas das isoenzi-
mas alfa e beta-esterases.

2. A proximidade geogréfica dos locais de
origem das lagartas contaminadas por N. rileyi
nao influiu na detecgio de semelhangas entre os
diferentes isolados.
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