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RESUMO

Os fungos Acremonium strictum e Fusarium verticillioides
normalmente apresentam algumas similaridades morfoldgicas. Este
fator dificulta suadiferenciagdio em sementes, particularmente quando
ocorrem simultaneamente. A andlise de isoenzimas tem possibilitado
o desenvolvimento de métodos rapidos, sensiveis e especificos no
diagndstico de fitopatdgenos em complemento a analise morfol égica.
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 regides produtoras brasileiras
por meio da andlise de nove marcadores morfofisioldgicos e de cinco
sistemas isoenzimaticos (aldolase, esterase, fosfatase &cida, fosfatase
alcaina e maato desidrogenase). Objetivou-se ainda diferenciar os

isolados de A. strictum de F. verticillioides por meio das técnicas
citadas. A eetroforese de isoenzimas forneceu um total de 28 bandas
polimérficas. Aspectos como pigmentacdo da col6nia, velocidade e
taxa de crescimento, producdo de massa e densidade miceliais, e a
andlise isoenzimética tornaram possivel e seguro o agrupamento de
isolados de A. strictum e sua diferenciagdo de F. verticillioides. Os
isolados de A. strictum apresentaram variabilidade intraespecifica
entre 0% e 89,5%. Para a maioria dos casos ndo foi possivel
correlacionar a similaridade fenotipica com a origem geogréfica dos
isolados de A. strictum.

Palavras-chave adicionais: eletroforese, isoenzimas,
variabilidade, fungos fitopatogénicos, 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-
physiologica characteristics and five isoenzymes systems (aldolase,
esterase, acid phosphatase, alcalin phosphatase and malate
dehydrogenase) were considered in this study. |soenzymatic 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.

INTRODUCAO

Técnicas moleculares baseadas na andlise de isoen-
zimas tém sido aplicadas com éxito em diversas areas da
Micologia, possibilitando o desenvolvimento de métodos
rapidos, sensiveis e especificos no diagndstico de fitopat6-
genos. A caracterizacdo morfol 6gica, embora Util, € bastante
limitada devido ao baixo nimero de caracteres passiveis
de serem analisados (Fungaro, 2000). Marcadores
morfol gicos, como pigmentacao, textura, formamarginal
e velocidade de crescimento da coldnia, producdo de
estruturas tipicas, presenca ou auséncia de zonas
concéntricas (Burgesset al., 1995; Urben & Oliveira, 1999),
sdo, de modo geral, altamente instaveis e dependentes da
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composi¢éo do meio utilizado, condigbes de incubago e
dapropriavariacao do patégeno. Portanto, sdo subjetivos,
pouco conclusivos e podem induzir aerros deinterpretacéo
guanto aidentificacdo das espécies em estudo, jaque muitas
vezes, colbnias atipicas de um dos organismos podem
assemel har-se as col6nias do outro.

A irrestrita adogéo de marcadoresisoenzimaticos no
diagnostico e determinacao da diversidade genética de
fitopatégenos deve-se, principalmente, a sua simplicidade
de uso, rapidez, seguranca e amplitude dos resultados
obtidos. Vieira(1996) distinguiu satisfatoriamente, isolados
de Colletotrichum gossypii South e de Colletotrichum
gossypii (South) var. cephalosporioidesA. S. Costaobtidos
de sementes de algodoeiro (Gossypium hirsutumL.) por meio
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desta técnica. Podem ser citados também experimentos que
objetivaram dimensionar avariabilidade genéticadeisolados
de Fusarium oxysporumf. sp. lycopersici Snyder & Hansen
(Andrade et al., 1997), Fusarium moniliforme Sheldon
(Camargo, Menezes & Assis, 1997), Botryodiplodia
theobromae Pat. (Limaet al., 1997), Myrotheciumroridum
Tode ex. Fr. (Machado et al., 1997) e Colletotrichum
guaranicola Albuquerque (Véraset al., 1997).

A diagnose precisa de patégenos morfologicamente
semel hantes, como AcremoniumstrictumW. GamseFusarium
verticillioides(Sacc.) Nirenberg, em lotesde sementesde milho
(Zeamays L.) é uma necessidade e representa uma protecdo
indispensavel para o sistema de producdo de sementes. Dessa
forma, os objetivos deste trabalho foram caracterizar e
dimensionar a diversidade genética de isolados de A. strictum
por meio da analise de marcadores morfofisiol égicos e
isoenziméticos, correlacionar tais aspectos com a origem
geogréfica dos isolados e diferencia-los de um isolado de F.
verticillioides por meio das técnicas citadas.

MATERIAL E METODOS

Obtencéo e multiplicacdo dos isolados flingicos

Foram utilizados dez isolados de A. strictum e um de
F. verticillioides obtidos de sementes de milho pelo método
de incubacdo em papel de filtro (Limonard, 1966). Os
isolados de A. strictumforam provenientes de duas diferentes
localidades representativas de cinco importantes estados
produtores brasileiros (Tabela 1). A multiplicagéo de A.
strictum e F. verticillioides constou no cultivo em meio MA
(Smith e Onions, 1994) a 20 °C, fotoperiodo de 12 h de luz,
por dez dias em BOD.

M ar cador es morfofisiologicos na andlise da diversidade
deA. strictum

Osisolados de A. strictum e F. verticillioides obtidos
foram cultivados em meio MA, recoberto por quadrado de
papel celofane, de dimensdo padronizada (56 cm?), previa-

TABELA 1- Origem geogréaficadosisolados de Acremoniumstrictum
(AS1 a AS10) e de Fusarium verticillioides (FV11) obtidos de
sementes de milho (Zea mays) e utilizados nos ensaios

Altitude

Isolado Origem da amostra Localizacao (m) Hospedeiro
AS1  Sete Lagoas - MG Centro 761 8447

AS2  Uberlandia - MG Triangulo 863  C-909
AS3  Miguelopolis - SP Norte 510 AG-3010
AS4  Itai-SP Sudoeste 614 C-909
AS5  $“ Antonio Platina- PR Norte 505 C-444
AS6 S Terezinha Itaipu - PR Sudoeste 218 AG-9010
AS7  Vicentindpolis - GO Sul 646  C-901
AS8  Ttumbiara - GO Sul 448  AG- 1051
AS9  Passo Fundo - RS Norte 687 -
AS10  Cruz Alta -RS COeste 452 AG-3010
FV11 Sete Lagoas - MG Centro 761 e
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mente tratado com EDTA 0,1 mM e esterilizado a 120 °C por
30 min. Apo6s dez dias de incubag@o foram avaliadas as
varidveis morfofisiol6gicas (Tabela 2).

Na determinacdo da vel ocidade e taxa de crescimento
micelia foi medido o raio médio da colénia (Gams, 1971).
Com relagdo as varidveis producdo de massa micelial e
densidade micelial, o peso em miligramas refere-se as
estruturas flngicas desenvolvidas sobre o papel celofane.
Partindo dos dados morfofisiologicos de A. strictum e F.
verticillioides coletados, construiu-se uma matriz de
dissimilaridade, aqual originou um dendrograma (UPGMA,
NTSY S-pc, versdo 2.02, coeficiente Simple Matching). O
delineamento estatistico adotado foi o inteiramente
casualizado, com onze isolados fngicos, cinco repeticbes e
parcela constituida por uma placa de Petri de 9 cm de
didmetro contendo uma coldnia de A. strictum ou de F.
verticillioidesem desenvolvimento.

M ar cador esisoenzimaticos na analise da diversidade de
A. strictum

Cinco discos de meio MA com 5 mm de diametro,
contendo micélio de A. strictum e F. verticillioides foram
retirados da periferia de coldnias com dez dias de idade e
transferidos parafrascos Erlenmeyer contendo 50 ml demeio
liquido, composto de: NaNO, -2 g/l; KH,PO, -1 g/l; MgSO,.
7H,0-0,5g/l; sacarose— 15 g/l; aguadestilada e esterilizada
— 1.000 ml; 10 ml de solugdo minera (elementos tracos):
FeSO, . 7H,0—-20 mg/l; ZnSO, . 7H,0 - 100 mg/l; Na,MoO,
. TH,0 -2 mg/l; CuSO, . 5H,0 — 2mg/l; MnCl,. 4H,0 — 2
mg/l; pH do meio = 6,5. Os fungos foram mantidos a 20 °C,
sem agitagdo, no escuro, por sete dias, sendo o micélio obtido
coletado a vacuo e macerado em nitrogénio liquido em
presencade areia de quartzo esterilizada e antioxidante PV P,
Com relagdo a extracdo e analise eletroforética de
isoenzimas, para cadaisolado foram utilizados 150 mg de
micélio fresco e macerado, os quais foram colocados em
microtubos de 2 ml, adicionando-se, em seguida, 300 ul de
tampéo de extracdo (Tris-HCI 0,2 M, pH 8,0; 0,8% PVP;
4% PEG 6000; 0,1% BSA; 0,1% b-mercaptoetanol). A
misturafoi homogeneizada e centrifugada a 16.000xg por
25 min, a4 °C. Do extrato de cada amostraforam aplicados
100 pul em géis de poliacrilamida confeccionados em sistema
descontinuo (4,5% e 7,5%). Asisoenzimas foram separadas
em campo elétrico por aproximadamente 4 h, a4 °C. O
sistematampdo gel/eletrodo utilizado foi Tris-glicinapH 8,9.
Apbs migragéo, os géis foram revelados para os sistemas
enziméticos aldolase (ALD), esterase (EST), fosfatase acida
(ACP), fosfatase alcalina (ALP), malato desidrogenase
(MDH), peroxidase (PO) e superoxido dismutase (SOD),
segundo metodologia descrita por Alfenas (1998). Os géis
foram avaliados quanto a presenca (valor 1) ou auséncia
(valor 0) de bandas polimorficas entre os genétipos de A.
strictume F. verticillioides. Determinou-se a estimativa de
dissimilaridade genética por meio da construcéo de um
dendrograma (UPGMA, NTSY S-pc, versdo 2.02, coeficiente
de Jaccard).
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RESULTADOS E DISCUSSAO

M ar cador es morfofisiol6gicos na analise da diver sidade
deA. strictum

Com base na classificacdo de aspectos morfofisio-
| 6gicos adotada neste trabalho (Tabela 2) e de acordo com os
resultados mostrados na Tabela 3, observou-se que osisolados
deA. strictumapresentaram el evadavariacéo fenotipicaquanto
ao crescimento micelial tipico (C.M.T.), textura do micélio
(T.M.), formac&o in vitro de feixes de hifas (F.F.H.), forma
margina dacolénia(F.M.C.) epigmentacdo dacolénia(Pa.C.;
Pv.C.). Foram observados também resultados coincidentes
entre alguns isolados de A. strictum e o isolado de F.
verticillioides com relagdo ao crescimento micelial tipico,
textura do micélio, formacdo de feixes de hifas e forma
marginal da colbnia. Refor¢ando os relatos de Gams (1971),

osisolados de A. strictum se desenvolveram mais lentamente
emmeio MA e, conseqlientemente, produziram menos massa
micelial in vitro quando comparados a F. verticillioides. Os
isolados de A. strictumapresentaram umaamplafaixade cores,
variando do bege (B) ao rosa aaranjado (Ra), em mdltiplas
combinacdes, predominando a pigmentacdo rosa e suas
variantes. Por outro lado, F. verticillioides sempre apresentou
no verso e anverso das colénias pigmentacdo violeta (Vio)
intensa e suficientemente diferenciadora dos demaisisolados
(Tabela3). Segundo Gams (1971), aespécieA. strictumproduz
micélio que pode variar do branco ao rosa, o que confirmou
em parte os resultados obtidos neste trabal ho. De acordo com
Goiset al. (1997), Valim-Labres et al. (1997) e Cerqueiraet
al. (1999), algumas caracteristicas morfol 6gicas sio subjetivas,
logo, dependentes dainterpretacdo de quem as avalia.

Com base nos aspectos morfofisiol 6gicos avaliados,

TABELA 2 - Variaveis morfofisioldgicas consideradas na andlise de isolados de Acremonium strictum de Fusarium verticillioides obtidos de

sementes de milho (Zea mays) e cultivados em meio malte-dgar (MA)

Variavel morfofisioldgica

Crescimento micelial tipico Superficial (S) Aéreo (A)
Textura do micélio Lisa (L) Floculosa (F) Cotonosa (C)
Formagdo in vitro de feixes de hifas  Ausente (-) Presente (+)
Forma marginal da colonia Regular (R) Irregular (T)
Pigmentagdo do anverso e verso da ~ Bege (B) Rosa claro (Rc) Rosa salmao (Rs) Rosa alaranjado (Ra)  Violeta (Vio)
colonia (Munsell, 1976) 2,5Y -8,5/2 2,5R -9/2 10R - 7/10 10R - 6/14 2,5R -5/8
Velocidade de crescimento micelial
(mm/10 dias) (Gams, 1971) <10 mm 10 <x <30 mm > 30 mm
Taxa de crescimento micelial
(mm/2 em dois dias, até 0 10° dia) <3 mm 3<x<6mm > 6 mm
(Gams, 1971)
Producao de massa micelial
(mg/10 dias) <10 mg 10 <x <30 mg >30 mg
Densidade micelial
(mg/56,25 cm?) <3 mg 3<x<6mg > 6 mg

TABELA 3 - Avdiacdo de varidveis morfofisioldgicas de isolados de Acremonium strictum (AS1 a AS10)
de Fusarium verticillioides (FV11) obtidos de sementes de milho (Zea mays) e cultivados em meio malte-

agar (MA)
Isolado Variaveis morfofisiolé gicas
CM.T.* TM. FFH. FM.C. PaC. PvC. V.C. T.C. P.M. D.M.

AS1 S L-F - R Rs-Ra  Rs-Ra 19,0 33 13,0 3,5
AS2 S-A F-C + ) Rs-Ra  Rs-Ra 20,0 3,3 12,8 3,5
AS3 S-A L-C + R Rc-Ra  Rc-Ra 23,0 3,9 15,3 37
AS4 S-A F-C + R B-Rs  B-Rs 22,0 3.8 15,0 3,7
AS5 S-A F-C + R B-Ra  B-Ra 24,0 43 17,6 4.0
AS6 S L-F - R Rs-Ra  Rs-Ra 23,0 42 15,7 4,0
AS7 S-A F-C + 1 Rs-Ra  Rs-Ra 18,0 33 13,2 33
ASS8 S-A L-C + 1 B-Rs  B-Rs 20,0 3,4 12,0 3,0
AS9 S L-F - R B-Ra  B-Ra 22,0 3,6 15,0 33
AS10 S L-F - R Rs-Ra  Rs-Ra 23,0 43 15,8 4,0
Fvii S-A L-C - R Vio Vio 35,0 7,2 33,0 6,8

*C.M.T. (crescimento micelia tipico); T.M. (textura do micélio); F.F.H. (formacdo in vitro de feixes de hifas); F.M.C.
(forma marginal da coldnia); Pa.C. (pigmentagdo do anverso da coldnia); Pv.C. (pigmentac&o do verso da colonia);
V.C. (velocidade de crescimento micelial); T.C. (taxa de crescimento micelial); PM. (producéo de massa); D.M.

(densidade micelia).
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apigmentacdo dacolbnia, avel ocidade e taxa de crescimento,
aproducdo de massa e adensidade micelial tornaram possivel
e seguro o agrupamento de isolados de A. strictum e sua
diferenciacéo de F. verticillioides em meio MA. Osisolados
de A. strictum apresentaram coeficiente de dissimilaridade
intraespecificavariando de 0 a60% e médiade 37%, enquanto
que adissimilaridade interespecificaobservada variou de 70%
(AS3 e FV11) a 90% (AS2 e FV11; AS7 e FV11). A
similaridade entre osisolados de A. strictum, pouco acimade
60%, sugere gque a existéncia de um grande ndmero de
subpopulacBes do patdgeno € pouco provavel. 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 explicagdo provavel paraestesresultadostalvez
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
caracteristicas edafoclimaticas distintas. Desse modo, pode-
se afirmar que o agrupamento de isolados de A. strictum,
baseado somente em caracteristicas morfaofisiol 6gicas, ndo foi
suficiente para estabelecer qualquer correlacdo entre
similaridade fenctipica e a origem geografica dos mesmos.
Este fato reforca o relato de Valim-Labres et al. (1997), no
qual os autores sugerem que a diversidade morfol égicando é
ocasionada unicamente por pressdes do ambiente, decorrentes
de diferencas geograficas como temperaturae umidaderelativa
do ar e o fotoperiodo. Neste trabalho observou-se que a
variabilidade morfofisioldgica pode também estar sendo
influenciada por algum fator intrinseco ao patdgeno, gendtipo
do hospedeiro, ou ainda, a interacdo entre estes. De acordo
com marcadores morfofisioldgicos, osisoladosfungicosforam
distribuidos em trés grupos, considerando um limite arbitrario
de 30% de distanciagenéticarelativa (Figura2A). O grupo 1
foi formado pelosisolados AS1, AS6, AS10, AS9; grupo 2:
AS2, AS7, AS3, AA, AS5, AS8; eogrupo 3: FV11.

M ar cador es isoenzimaticos na analise da diversidade de
A. strictum

Osperfiseletroforéticosdaliase ALD, das hidrolases
EST, ACPeALP, bem como da oxirredutase MDH exibiram
um total de 28 bandas polimorficas, tendo sido considerada
€l evada a atividade em todos os sistemas enzimati cos citados
(Figural). Alguns autores tém rel atado atividade enzimética
em outras espécies fungicas para os sistemas avaliados neste
ensaio. Como exemplo, sdo citados os experimentos de
Leuchtmann & Clay (1990) utilizando a enzima ALD na
detec¢éo de variabilidade entre isolados de Acremonium sp.,
bem como a utilizacdo dos sistemas ACP e MDH na
determinacao dadiversidade genéticadestrains de Gibberdlla
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 identificacdo de Fusarium sp. e F. oxysporum
utilizando o sistema EST. No presente trabalho, a distancia
genética relativa minima e maxima entre os isolados de A.
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FIG. 1 - Padrdes isoenziméticos para isolados de Acremonium
strictum (AS1 aAS10) edeFusariumverticillioides (FV11) revelados
para as isoenzimas adolase (ALD), esterase (EST), fosfatase &cida
(ACP), fosfatase dcalina (ALP) e malato desidrogenase (MDH).

strictumforam observadas entre os pares AS1 e AS3 (25%) e
AS7 e AS9 (89,5%), respectivamente. A disténcia média
intraespecifica em A. strictumfoi de 58,5%. Estes resultados
estdo de acordo com aqueles obtidos na andlise
morfofisiologica dos isolados, no que diz respeito a 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 isoenzimaticos entre os
isolados fungicos foi resumida na Figura 2B. Os isolados
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FIG. 2 - Agrupamento de isolados de Acremonium strictum (ASL a
AS10) e de Fusarium verticillioides (FV11), baseado nas distancias
genéticas (%) entre os individuos. Dados obtidos pela andlise de
variaveis morfofisioldgicas (A) e eetroforese de isoenzimas (B).

foram divididos em trés grupos, considerando um limite
arbitrério de 65% de distancia genética relativa. Grupo 1:
AS1, AS3, A4, AS5, A10, AS7, AS8, AS6; grupo 2: AS2,
AS9; eo grupo 3: FV11. Exceto pela composi¢do do Grupo
3, pode-se observar que, em sua maioria, os resultados da
eletroforese de isoenzimas diferiram daqueles obtidos pela
analise de aspectos morfofisiol 6gicos. Isto, provavelmente,
deve-se ao fato de ndo haver qualquer relacdo genotipica
entre as variaveis morfol 6gicas consideradas e os sistemas
isoenziméticos analisados. Os sistemas enziméticos PO e
SOD néo apresentaram atividade para os isolados de A.
strictume F. verticillioides. Do mesmo modo, Kerssies et
al. (1994) e Leuchtmann & Clay (1990) relataram auséncia
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, ASA-AS5, AS2-
AS9, AS5-AS6 e AS7-ASB-AS10 apresentaram perfis
isoenzimaticos semelhantes para os sistemas ALP e EST,
ALD eALP, ALD eEST, ACP, MDH, respectivamente. No
presente experimento, verificou-se que apenas 0s pares de
isolados de A. strictum originarios dos estados do Parana
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(AS5-AS6) e de Goias (AS7-AS8) apresentaram correl acéo
entre o padrdo isoenzimético e a origem geografica dos
Mesmos.

A andlise conjunta dos resultados deste experimento
permitiu observar que, na maioria dos casos, isolados
provenientes de um mesmo estado (AS1 e AS2, ambos de
Minas Gerais, AS3 e AS4, ambos de Sdo Paulo; etc.)
apresentaram fen6tipos mais variados do que isolados
oriundosde estados diferentes(AS1 e AS3; AS5e AS9; ASA
e AS8). Este fato deveu-se, provavelmente, a utilizacdo de
i sol ados obtidos de genéti pos hospedeiros com base genética
diferente, exercendo alguma influéncia sobre o
comportamento dos préprios isolados, mais que a origem
geogréfica dos mesmos. Da mesmaforma, Alzate-Marin et
al. (1997) ndo observaram correlacdo entre os grupos de
similaridade genética observados e a origem geogréficados
isolados testados. Excegdes a parte, e observando-se os
resultados da aplicacdo das duas técnicas, constatou-se que
0 agrupamento deisolados afins deA. strictumnéo permitiu
estabelecer um padréo. Estes resultados apresentam
fundamento se considerarmos que dificilmente a expressdo
dos aspectos morfofisiol 6gicos eisoenziméticos dos isolados
estariam sendo condicionados pelos mesmos alelos.
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