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RESUMO

Os fungos Acremonium strictum e Fusarium verticillioides
normalmente apresentam algumas similaridades morfológicas. Este
fator dificulta sua diferenciação em sementes, particularmente quando
ocorrem simultaneamente. A análise de isoenzimas tem possibilitado
o desenvolvimento de métodos rápidos, sensíveis e específicos no
diagnóstico de fitopatógenos em complemento à análise morfológica.
Este trabalho objetivou caracterizar e dimensionar a diversidade
genética de dez isolados de A. strictum obtidos de sementes de milho
(Zea mays), provenientes de diferentes regiões produtoras brasileiras
por meio da análise de nove marcadores morfofisiológicos e de cinco
sistemas isoenzimáticos (aldolase, esterase, fosfatase ácida, fosfatase
alcalina e malato desidrogenase). Objetivou-se ainda diferenciar os

isolados de A. strictum de F. verticillioides por meio das técnicas
citadas. A eletroforese de isoenzimas forneceu um total de 28 bandas
polimórficas. Aspectos como pigmentação da colônia, velocidade e
taxa de crescimento, produção de massa e densidade miceliais, e a
análise isoenzimática tornaram possível e seguro o agrupamento de
isolados de A. strictum e sua diferenciação de F. verticillioides. Os
isolados de A. strictum apresentaram variabilidade intraespecífica
entre 0% e 89,5%. Para a maioria dos casos não foi possível
correlacionar a similaridade fenotípica com a origem geográfica dos
isolados de A. strictum.

Palavras-chave adicionais: eletroforese, isoenzimas,
variabilidade, fungos fitopatogênicos, sementes.

ABSTRACT

Morphophysiological and isoenzymatic markers in a genetic
diversity analysis of Acremonium strictum isolates

Differentiation between Acremonium strictum and Fusarium
verticillioides in corn (Zea mays) seeds is very difficult because they
present morphological similarities. Isoenzimatic analysis has been
applied with success, allowing the development of fast, sensible and
specific methods for diagnosis of plant pathogens in complement to
morphological analysis. The objectives of this work were to
characterize and evaluate the genetic diversity of ten isolates of A.
strictum associated with corn seeds from different Brazilian regions
by means of morphophysiological and isoenzymes analysis, in

comparison to one isolate of F. verticillioides. Nine morpho-
physiological characteristics and five isoenzymes systems (aldolase,
esterase, acid phosphatase, alcalin phosphatase and malate
dehydrogenase) were considered in this study. Isoenzymatic analysis
produced 28 polymorphic bands. Colony pigmentation, growth rates,
weight, mycelial density and isoenzymatic analysis were efficient
for grouping A. strictum isolates and to distinguish them from F.
verticillioides. The isolates of A. strictum showed variable
intraspecific diversity between 0% to 89,5%. No phenotypic
similarities were correlated with geographic origin of the A. strictum
isolates.
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INTRODUÇÃO

Técnicas moleculares baseadas na análise de isoen-
zimas têm sido aplicadas com êxito em diversas áreas da
Micologia, possibilitando o desenvolvimento de métodos
rápidos, sensíveis e específicos no diagnóstico de fitopató-
genos. A caracterização morfológica, embora útil, é bastante
limitada devido ao baixo número de caracteres passíveis
de serem analisados (Fungaro, 2000). Marcadores
morfológicos, como pigmentação, textura, forma marginal
e velocidade de crescimento da colônia, produção de
estruturas típicas, presença ou ausência de zonas
concêntricas (Burgess et al., 1995; Urben & Oliveira, 1999),
são, de modo geral, altamente instáveis e dependentes da

composição do meio utilizado, condições de incubação e
da própria variação do patógeno. Portanto, são subjetivos,
pouco conclusivos e podem induzir a erros de interpretação
quanto à identificação das espécies em estudo, já que muitas
vezes, colônias atípicas de um dos organismos podem
assemelhar-se às colônias do outro.

A irrestrita adoção de marcadores isoenzimáticos no
diagnóstico e determinação da diversidade genética de
fitopatógenos deve-se, principalmente, à sua simplicidade
de uso, rapidez, segurança e amplitude dos resultados
obtidos. Vieira (1996) distinguiu satisfatoriamente, isolados
de Colletotrichum gossypii South e de Colletotrichum
gossypii (South) var. cephalosporioides A. S. Costa obtidos
de sementes de algodoeiro (Gossypium hirsutum L.) por meio
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TABELA 1 - Origem geográfica dos isolados de Acremonium strictum
(AS1 a AS10) e de Fusarium verticillioides (FV11) obtidos de
sementes de milho (Zea mays) e utilizados nos ensaios

desta técnica. Podem ser citados também experimentos que
objetivaram dimensionar a variabilidade genética de isolados
de Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici Snyder & Hansen
(Andrade et al., 1997), Fusarium moniliforme Sheldon
(Camargo, Menezes & Assis, 1997), Botryodiplodia
theobromae Pat. (Lima et al., 1997), Myrothecium roridum
Tode ex. Fr. (Machado et al., 1997) e Colletotrichum
guaranicola Albuquerque (Véras et al., 1997).

A diagnose precisa de patógenos morfologicamente
semelhantes, como Acremonium strictum W. Gams e Fusarium
verticillioides (Sacc.) Nirenberg, em lotes de sementes de milho
(Zea mays L.) é uma necessidade e representa uma proteção
indispensável para o sistema de produção de sementes. Dessa
forma, os objetivos deste trabalho foram caracterizar e
dimensionar a diversidade genética de isolados de A. strictum
por meio da análise de marcadores morfofisiológicos e
isoenzimáticos, correlacionar tais aspectos com a origem
geográfica dos isolados e diferenciá-los de um isolado de F.
verticillioides por meio das técnicas citadas.

MATERIAL E MÉTODOS

Obtenção e multiplicação dos isolados fúngicos
Foram utilizados dez isolados de A. strictum e um de

F. verticillioides obtidos de sementes de milho pelo método
de incubação em papel de filtro (Limonard, 1966). Os
isolados de A. strictum foram provenientes de duas diferentes
localidades representativas de cinco importantes estados
produtores brasileiros (Tabela 1). A multiplicação de A.
strictum e F. verticillioides constou no cultivo em meio MA
(Smith e Onions, 1994) a 20 ºC, fotoperíodo de 12 h de luz,
por dez dias em BOD.

Marcadores morfofisiológicos na análise da diversidade
de A. strictum

Os isolados de A. strictum e F. verticillioides obtidos
foram cultivados em meio MA, recoberto por quadrado de
papel celofane, de dimensão padronizada (56 cm2), previa-

mente tratado com EDTA 0,1 mM e esterilizado a 120 ºC por
30 min. Após dez dias de incubação foram avaliadas as
variáveis morfofisiológicas (Tabela 2).

Na determinação da velocidade e taxa de crescimento
micelial foi medido o raio médio da colônia (Gams, 1971).
Com relação às variáveis produção de massa micelial e
densidade micelial, o peso em miligramas refere-se às
estruturas fúngicas desenvolvidas sobre o papel celofane.
Partindo dos dados morfofisiológicos de A. strictum e F.
verticillioides coletados, construiu-se uma matriz de
dissimilaridade, a qual originou um dendrograma (UPGMA,
NTSYS-pc, versão 2.02, coeficiente Simple Matching). O
delineamento estatístico adotado foi o inteiramente
casualizado, com onze isolados fúngicos, cinco repetições e
parcela constituída por uma placa de Petri de 9 cm de
diâmetro contendo uma colônia de A. strictum ou de F.
verticillioides em desenvolvimento.

Marcadores isoenzimáticos na análise da diversidade de
A. strictum

Cinco discos de meio MA com 5 mm de diâmetro,
contendo micélio de A. strictum e F. verticillioides foram
retirados da periferia de colônias com dez dias de idade e
transferidos para frascos Erlenmeyer contendo 50 ml de meio
líquido, composto de: NaNO3 – 2 g/l; KH2PO4 – 1 g/l; MgSO4.
7H2O – 0,5 g/l; sacarose – 15 g/l; água destilada e esterilizada
– 1.000 ml; 10 ml de solução mineral (elementos traços):
FeSO4 . 7H2O – 20 mg/l; ZnSO4 . 7H2O – 100 mg/l; Na2MoO4
. 7H2O – 2 mg/l; CuSO4 . 5H2O – 2mg/l; MnCl2 . 4H2O – 2
mg/l; pH do meio = 6,5. Os fungos foram mantidos a 20 ºC,
sem agitação, no escuro, por sete dias, sendo o micélio obtido
coletado a vácuo e macerado em nitrogênio líquido em
presença de areia de quartzo esterilizada e antioxidante PVP.
Com relação à extração e análise eletroforética de
isoenzimas, para cada isolado foram utilizados 150 mg de
micélio fresco e macerado, os quais foram colocados em
microtubos de 2 ml, adicionando-se, em seguida, 300 µl de
tampão de extração (Tris-HCl 0,2 M, pH 8,0; 0,8% PVP;
4% PEG 6000; 0,1% BSA; 0,1% β-mercaptoetanol). A
mistura foi homogeneizada e centrifugada a 16.000xg por
25 min, a 4 ºC. Do extrato de cada amostra foram aplicados
100 µl em géis de poliacrilamida confeccionados em sistema
descontínuo (4,5% e 7,5%). As isoenzimas foram separadas
em campo elétrico por aproximadamente 4 h, a 4 ºC. O
sistema tampão gel/eletrodo utilizado foi Tris-glicina pH 8,9.
Após migração, os géis foram revelados para os sistemas
enzimáticos aldolase (ALD), esterase (EST), fosfatase ácida
(ACP), fosfatase alcalina (ALP), malato desidrogenase
(MDH), peroxidase (PO) e superóxido dismutase (SOD),
segundo metodologia descrita por Alfenas (1998). Os géis
foram avaliados quanto à presença (valor 1) ou ausência
(valor 0) de bandas polimórficas entre os genótipos de A.
strictum e F. verticillioides. Determinou-se a estimativa de
dissimilaridade genética por meio da construção de um
dendrograma (UPGMA, NTSYS-pc, versão 2.02, coeficiente
de Jaccard).
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TABELA 2 - Variáveis morfofisiológicas consideradas na análise de isolados de Acremonium strictum de Fusarium verticillioides obtidos de
sementes de milho (Zea mays) e cultivados em meio malte-ágar (MA)

TABELA 3 - Avaliação de variáveis morfofisiológicas de isolados de Acremonium strictum (AS1 a AS10)
de Fusarium verticillioides (FV11) obtidos de sementes de milho (Zea mays) e cultivados em meio malte-
ágar (MA)

*C.M.T. (crescimento micelial típico); T.M. (textura do micélio); F.F.H. (formação in vitro de feixes de hifas); F.M.C.
(forma marginal da colônia); P.a.C. (pigmentação do anverso da colônia); P.v.C. (pigmentação do verso da colônia);
V.C. (velocidade de crescimento micelial); T.C. (taxa de crescimento micelial); P.M. (produção de massa); D.M.
(densidade micelial).

RESULTADOS E DISCUSSÃO

Marcadores morfofisiológicos na análise da diversidade
de A. strictum

Com base na classificação de aspectos morfofisio-
lógicos adotada neste trabalho (Tabela 2) e de acordo com os
resultados mostrados na Tabela 3, observou-se que os isolados
de A. strictum apresentaram elevada variação fenotípica quanto
ao crescimento micelial típico (C.M.T.), textura do micélio
(T.M.), formação in vitro de feixes de hifas (F.F.H.), forma
marginal da colônia (F.M.C.) e pigmentação da colônia (P.a.C.;
P.v.C.). Foram observados também resultados coincidentes
entre alguns isolados de A. strictum e o isolado de F.
verticillioides com relação ao crescimento micelial típico,
textura do micélio, formação de feixes de hifas e forma
marginal da colônia. Reforçando os relatos de Gams (1971),

os isolados de A. strictum se desenvolveram mais lentamente
em meio MA e, conseqüentemente, produziram menos massa
micelial in vitro quando comparados a F. verticillioides. Os
isolados de A. strictum apresentaram uma ampla faixa de cores,
variando do bege (B) ao rosa alaranjado (Ra), em múltiplas
combinações, predominando a pigmentação rosa e suas
variantes. Por outro lado, F. verticillioides sempre apresentou
no verso e anverso das colônias pigmentação violeta (Vio)
intensa e suficientemente diferenciadora dos demais isolados
(Tabela 3). Segundo Gams (1971), a espécie A. strictum produz
micélio que pode variar do branco ao rosa, o que confirmou
em parte os resultados obtidos neste trabalho. De acordo com
Gois et al. (1997), Valim-Labres et al. (1997) e Cerqueira et
al. (1999), algumas características morfológicas são subjetivas,
logo, dependentes da interpretação de quem as avalia.

Com base nos aspectos morfofisiológicos avaliados,
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FIG. 1 - Padrões isoenzimáticos para isolados de Acremonium
strictum (AS1 a AS10) e de Fusarium verticillioides (FV11) revelados
para as isoenzimas aldolase (ALD), esterase (EST), fosfatase ácida
(ACP), fosfatase alcalina (ALP) e malato desidrogenase (MDH).

MDH

AS1    AS2      AS3   AS4    AS5    AS6    AS7     AS8    AS9    AS10    FV11

ALP

AS1    AS2      AS3   AS4     AS5      AS6     AS7     AS8    AS9   AS10  FV11

AS1    AS2    AS3   AS4    AS5    AS6    AS7    AS8    AS9  AS10   FV11

ACP

AS1    AS2    AS3     AS4     AS5    AS6    AS7     AS8     AS9    AS10  FV11

EST

AS1   AS2    AS3      AS4     AS5    AS6    AS7     AS8     AS9     AS10    FV11

ALD

a pigmentação da colônia, a velocidade e taxa de crescimento,
a produção de massa e a densidade micelial tornaram possível
e seguro o agrupamento de isolados de A. strictum e sua
diferenciação de F. verticillioides em meio MA. Os isolados
de A. strictum apresentaram coeficiente de dissimilaridade
intraespecífica variando de 0 a 60% e média de 37%, enquanto
que a dissimilaridade interespecífica observada variou de 70%
(AS3 e FV11) a 90% (AS2 e FV11; AS7 e FV11). A
similaridade entre os isolados de A. strictum, pouco acima de
60%, sugere que a existência de um grande número de
subpopulações do patógeno é pouco provável. Em alguns
casos, pares de isolados provenientes de um mesmo estado
brasileiro apresentaram ora menor, ora maior coeficiente de
dissimilaridade do que aqueles provenientes de estados
diferentes. A explicação provável para estes resultados talvez
resida no fato de que os isolados de A. strictum, embora
oriundos de um mesmo estado, foram obtidos de amostras de
sementes de milho produzidas em localidades com
características edafoclimáticas distintas. Desse modo, pode-
se afirmar que o agrupamento de isolados de A. strictum,
baseado somente em características morfofisiológicas, não foi
suficiente para estabelecer qualquer correlação entre
similaridade fenotípica e a origem geográfica dos mesmos.
Este fato reforça o relato de Valim-Labres et al. (1997), no
qual os autores sugerem que a diversidade morfológica não é
ocasionada unicamente por pressões do ambiente, decorrentes
de diferenças geográficas como temperatura e umidade relativa
do ar e o fotoperíodo. Neste trabalho observou-se que a
variabilidade morfofisiológica pode também estar sendo
influenciada por algum fator intrínseco ao patógeno, genótipo
do hospedeiro, ou ainda, à interação entre estes. De acordo
com marcadores morfofisiológicos, os isolados fúngicos foram
distribuídos em três grupos, considerando um limite arbitrário
de 30% de distância genética relativa (Figura 2A). O grupo 1
foi formado pelos isolados AS1, AS6, AS10, AS9; grupo 2:
AS2, AS7, AS3, AS4, AS5, AS8; e o grupo 3: FV11.

Marcadores isoenzimáticos na análise da diversidade de
A. strictum

Os perfis eletroforéticos da liase ALD, das hidrolases
EST, ACP e ALP, bem como da oxirredutase MDH exibiram
um total de 28 bandas polimórficas, tendo sido considerada
elevada a atividade em todos os sistemas enzimáticos citados
(Figura 1). Alguns autores têm relatado atividade enzimática
em outras espécies fúngicas para os sistemas avaliados neste
ensaio. Como exemplo, são citados os experimentos de
Leuchtmann & Clay (1990) utilizando a enzima ALD na
detecção de variabilidade entre isolados de Acremonium sp.,
bem como a utilização dos sistemas ACP e MDH na
determinação da diversidade genética de strains de Gibberella
fujikuroi (Sawada) Wollenw. e Fusarium oxysporum
(Schlecht.) Snyder & Hansen (Huss et al., 1996) e, ainda, os
trabalhos de Kerssies et al. (1994) e Skovgaard & Rosendahl
(1998) na identificação de Fusarium sp. e F. oxysporum
utilizando o sistema EST. No presente trabalho, a distância
genética relativa mínima e máxima entre os isolados de A.

strictum foram observadas entre os pares AS1 e AS3 (25%) e
AS7 e AS9 (89,5%), respectivamente. A distância média
intraespecífica em A. strictum foi de 58,5%. Estes resultados
estão de acordo com aqueles obtidos na análise
morfofisiológica dos isolados, no que diz respeito à baixa
variabilidade detectada entre isolados de A. strictum.  A
dissimilaridade entre A. strictum e F. verticillioides variou
de 87,5% (AS7 e FV11) a 100% (AS9 e FV11).

A variabilidade dos perfis isoenzimáticos entre os
isolados fúngicos foi resumida na Figura 2B. Os isolados



Marcadores morfofisiológicos e isoenzimáticos na análise da diversidade genética...

417Fitopatol. bras. 29(4), jul - ago 2004

foram divididos em três grupos, considerando um limite
arbitrário de 65% de distância genética relativa. Grupo 1:
AS1, AS3, AS4, AS5, A10, AS7, AS8, AS6; grupo 2: AS2,
AS9; e o grupo 3: FV11. Exceto pela composição do Grupo
3, pode-se observar que, em sua maioria, os resultados da
eletroforese de isoenzimas diferiram daqueles obtidos pela
análise de aspectos morfofisiológicos. Isto, provavelmente,
deve-se ao fato de não haver qualquer relação genotípica
entre as variáveis morfológicas consideradas e os sistemas
isoenzimáticos analisados. Os sistemas enzimáticos PO e
SOD não apresentaram atividade para os isolados de A.
strictum e F. verticillioides. Do mesmo modo, Kerssies et
al. (1994) e Leuchtmann & Clay (1990) relataram ausência
de atividade de tais sistemas, respectivamente para F.
oxysporum e Acremonium sp. Entretanto, Vieira (1996) e
Skovgaard & Rosendahl (1998) observaram atividade para
estas enzimas em Colletotrichum sp. e F. oxysporum,
respectivamente. Os isolados AS1-AS3, AS4-AS5, AS2-
AS9, AS5-AS6 e AS7-AS8-AS10 apresentaram perfis
isoenzimáticos semelhantes para os sistemas ALP e EST,
ALD e ALP, ALD e EST, ACP, MDH, respectivamente. No
presente experimento, verificou-se que apenas os pares de
isolados de A. strictum originários dos estados do Paraná

FIG. 2 - Agrupamento de isolados de Acremonium strictum (AS1 a
AS10) e de Fusarium verticillioides (FV11), baseado nas distâncias
genéticas (%) entre os indivíduos. Dados obtidos pela análise de
variáveis morfofisiológicas (A) e eletroforese de isoenzimas (B).
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