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RESUMO

Colletotrichum graminicola, agente causal da antracnose
ou podriddo do colmo do milho (Zea mays), ¢ um importante
patdégeno com alta variabilidade genética. Nove isolados desta
espécie foram comparados através do uso da analise eletroforética
em gel de poliacrilamida, utilizando trés sistemas: proteinas totais,
esterase ¢ fosfatase acida. A analise mostrou variagdo no niimero e
posicdo das bandas no gel, dentro de cada sistema estudado. Com
relagdo a proteinas totais, foi observado maior polimorfismo, embora
os isolados Cgr8 e Cgr9 tenham mostrado idéntico perfil com seis
bandas protéicas de mesma mobilidade relativa. Na atividade
esterasica, esses mesmos isolados apresentaram um comportamento
monomorfico, enquanto os demais revelaram polimorfismo. Na

analise fosfatase acida, todos os isolados mostraram-se semelhantes
quanto a presenga de duas bandas, porém diferentes em relagdo a
mobilidade das moléculas no gel. Igualdade de comportamento,
quanto a mobilidade relativa das bandas de fosfatase 4cida, foi
observada entre Cgrl e Cgr2, como também entre Cgr6 , Cgr7 e
Cgr8. Em geral, nos trés sistemas testados, os isolados de C.
graminicola apresentaram bandas em comum, indicando a relagido
existente entre eles, e que a variagdo fenotipica observada seja
provavelmente decorrente da condi¢do nuclear, homozigética ou
heterozigotica, de cada isolado do fitopatogeno.

Palavras-chave adicionais: antracnose, Zea mays,
isoenzima.

ABSTRACT
A comparative study of Colletotrichum graminicola isolates by electroforetic analysis of proteins and isozymes

Colletotrichum graminicola, the causal agent of
anthracnose or stalk rot of corn (Zea mays), is an important
pathogen with a high genetic variability. Nine isolates of this
phytopathogen were compared by using isozyme analysis with
polyacrylamide gel electrophoresis in three systems: proteins,
esterase and acidic phosphatase. Analysis by each system showed
variation in the number, intensity, and relative mobility of the bands
in the gel of the pathogen population. For protein the analysis
revealed polymorphism eventhough Cgr8 and Cgr9 isolates have
shown the same pattern with six bands of relative position in the

gel. For esterase activity, the same isolates showed a
monomorphic behaviour while the other isolates revealed
polymorphic phenotypes. In relation to acidic phosphatase, all
isolates presented two bands, but differences in mobility of the
molecules were observed, except between Cgrl and Cgr2 and
among Cgr6, Cgr7 and Cgr8. In general, the isolates produced
bands in common, indicating that they are closely related to each
other, and that the phenotypic variation observed, is probably the
result of a nuclear condition, homozygous or heterozygous, for each
enzyme system tested.

INTRODUCAO

Colletotrichum graminicola (Ces.) G. W. Wilson
(Teleomorfo: Glomerella graminicola Politis) ¢ um importante
patogeno, causando antracnose ou podriddo do colmo em
varias gramineas. Economicamente os hospedeiros mais
importantes sdo o milho (Zea mays L.) e o sorgo (Sorghum
bicolor) (Vaillancourt & Hanau, 1992; Casela et al., 1998).
A podriddo do colmo é o maior fator limitante da produgao
de milho no mundo (Keller & Bergstrom, 1988). A doenga ¢
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problematica e todos os tecidos da planta sdo afetados e as
varias fases dos sintomas ocorrem durante a estagao de cultivo
(Bailey & Jeger, 1992).

O agente causal da antracnose do milho possui uma
alta variabilidade, dificultando a obteng¢ao de cultivares resis-
tentes (Guthrie ef al.,1992). O sucesso de um programa de
melhoramento, visando resisténcia a doengas, depende do
conhecimento da extensao da diversidade genética dentro da
populacdo do agente causal. Atualmente, varios métodos sdo
utilizados para identificar de forma rapida e precisa a variagao
genética dentro de uma mesma espécie, como o uso de
marcadores moleculares (Crowhurst et al., 1991; Guzman et
al., 1995) e, dentre estes métodos, sdo citados as isoenzimas.
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Padroes eletroforéticos de isoenzimas representam uma
expressao direta do genoma de um organismo, podendo ser
de valor consideravel na determinag¢do da variacdo entre
grande numero de locos de enzimas (Micales ef al., 1986;
Boshoff ef al., 1996). Este conhecimento serve também de
base para estudos taxondémicos, como complemento aos
marcadores morfologicos, tradicionalmente utilizados na
identificacao de fitopatdgenos, permitindo estimar quantitati-
vamente a variabilidade de diferentes organismos, dentre eles,
os fitopatogenos (Reynolds et al., 1983; McDonald &
McDermott, 1993). As isoenzimas constituem ainda um
método adicional na diferenciacdo de formas especiais e/ou
racas fisiologicas dentro de espécies fungicas, muito bem
documentado por vérios pesquisadores (Burdon & Marshall,
1981; Petrunak & Christ, 1992; Figueiredo et al., 1993; Rego
et al., 1994). Outros tém estudado a atuacdo de enzimas
extracelulares e intracelulares na patogenicidade de fungos
(Hancock & Millar, 1965; Bosland & Williams, 1987; Bonde
et al., 1993). Também, Lenné & Burdon (1990) investigaram
sobre a viruléncia e variacdo enzimatica de Colletotrichum
gloeosporioides (Penzig) Penzig & Saccardo, verificando que
80 % dos isolados, apresentando o mesmo fenétipo para
viruléncia, mostraram fenotipos isoenzimaticos com diferentes
locos génicos.

O proposito do presente trabalho foi comparar o perfil
de proteinas e isoenzimas de nove isolados de C. graminicola,
através da analise eletroforética em gel de poliacrilamida, e
avaliar esta analise como um método para diferenciacdo
intraespecifica.

MATERIAL E METODOS

Nove isolados de C. graminicola oriundos de milho
cultivado em diferentes regides do Brasil (Cgrl, Uberlandia-
MG; Cgr2, Dourados-MS; Cgr3, Santa Helena-GO; Cgr4,
Sete Lagoas-MG; Cgr5, Palotina-PR; Cgr6, Londrina-PR;
Cgr7, Cascavel-PR; Cgr8, Cristalina-GO; Cgr9, Sete
Lagoas-MG), foram cultivados em 60 ml de meio liquido
batata-dextrose (BD), durante cinco dias, a 25 °C, em
regime de luz continua. Apds o periodo de incubacdo a massa
micelial foi coletada por filtragdo, lavada com agua destilada
e esterilizada, sendo o excesso de umidade retirado com
auxilio de papel de filtro. Em seguida, 500 mg do micélio
foram macerados em banho de gelo, adicionando-se a massa
micelial, 1 ml de tampao Tris-glicina (0,125 M, pH 8§,2);
300 mg de polivinilpirrolidona; 300 mg de sacarose, para
obtengdo dos extratos protéicos.

Em geral, para as andlises eletroforéticas foi seguida
ametodologia descrita por Alfenas et al. (1991, 1998). Placas
de gel de poliacrilamida a 5% foram preparadas através da
mistura de acrilamida e bisacrilamida em solu¢do tampao
Tris-glicina (0,125 M, pH 8,2) com adi¢do de 0,1 ml de
tetrametildiamina (TEMED) e 2,8 ml de persulfato de amonio
a 1%. Apo6s a polimerizagdo do gel, 20 ul do extrato micelial
dos isolados foram colocados em cada cavidade do gel. A corrida
eletroforética foi realizada a 4 °C, mantendo-se a corrente
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constante a 10 mA, em cuba horizontal, contendo tampao Tris-
glicina 0,125 M, pH 8,2. O azul de bromofenol foi o corante
marcador utilizado e a migracdo ocorreu no periodo de 4 h.

Para deteccdo de proteinas totais, apos a corrida
eletroforética, o gel foi imerso durante 12 h numa solugdo
corante preparada com Comassie blue R-250, 100 mg;
metanol, 45 ml; acido acético, 10 ml; agua destilada, 45 ml.
Ap6s a formagao das bandas de proteinas o excesso de corante
foi removido por lavagens sucessivas do gel, em solucdo
clareadora preparada com metanol, 45 ml; 4cido acético
glacial, 10 ml; 4gua destilada, 45 ml.

Para deteccao de bandas de esterase, o gel foi imerso
por uma hora em uma solucao corante, composta de tampao
fosfato, 100 ml a 0,1M pH 6,5; alfa-naftil acetato, 50 mg a
1%; fast blue RR, 50 mg; 2,5 ml de acetona, 2,5 ml de dgua
destilada, em condi¢des de escuro.

Para detec¢do de fosfatase acida, o gel foi imerso na
solucdo de Fast Garnet e deixado em ambiente escuro a 37 °C
até o aparecimento das bandas. A solucdo corante foi preparada
com ot-naftil fosfato acido de sodio, 100 mg; fast garnet GBC,
100 mg; Mg CI, (1%), 1 ml; tampéo acetato de sédio (0,1 M,
pH 5,0), 100 ml.

As avaliacdes para diferenciagdo protéica e isoen-
zimatica foram efetuadas com base no numero, intensidade e
mobilidade relativa das bandas formadas nos géis de polia-
crilamida. O célculo da mobilidade relativa das bandas foi
efetuado pela formula descrita por Alfenas et al. (1991): Rf =
(d/D) x 100, onde: d = distancia percorrida pela molécula ; D
= distancia percorrida pelo corante (controle). Os dados
obtidos foram analisados pelo uso do método UPGMA
(Unweighted Pair Group Method with Arithmetic Mean) e
os resultados expressos em dendrogramas.

RESULTADOS E DISCUSSAO

O procedimento seguido na execugdo deste trabalho
permitiu detectar, em todos os isolados de C. graminicola,
fenotipos eletroforéticos de proteinas, isoesterase e fosfatase
acida.

Com relagdo a produgdo de bandas protéicas, os iso-
lados analisados apresentaram comportamento polimorfico.
Em geral, o nimero de bandas produzidas variou de seis a
oito, com predominancia de seis, em 67% dos isolados, com
intensidade forte, média e fraca, observadas em vérias regides
do gel. Dos nove isolados, somente Cgr8 e Cgr9 mostraram
estreita semelhanga entre si, evidenciada pelo numero,
intensidade e mesma mobilidade das bandas protéicas, no gel
de poliacrilamida. As enzimas fungicas sdo semelhantes as de
outros organismos, consistindo de proteinas e cofatores asso-
ciados que atuam nos processos metabolicos. Griffin (1994)
ressalta o papel importante das enzimas extracelulares na
patogénese, permitindo a penetracio e colonizacao do tecido
hospedeiro, sendo o grupo das celulases o mais extensi-
vamente estudado. Embora nao tenha sido este o objetivo da
presente pesquisa, o fato mostra a importancia da utilizagao
de varios sistemas para detec¢ao das enzimas produzidas pelos
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fungos fitopatogénicos, permitindo a diferenciacdo a niveis
subespecificos, dificil de ser observada através de marcadores
morfologicos. Estes mesmos isolados apresentaram fendtipos
iguais com relacdo a esterase, com apenas uma banda mono-
morfica, de intensidade fraca e mesma localiza¢do no gel. Em
adicdo, estes dois isolados de C. graminicola, em estudos
prévios, comportaram-se como os mais patogénicos em relacao
aos demais, quando inoculados em trés cultivares de milho.
No sistema fosfatase acida, todos os isolados apresentaram
duas bandas da enzima com variagdo na intensidade e
posicdo no gel.

Com excecao do sistema fosfatase acida, a maioria dos
isolados mostrou pequeno polimorfismo esterasico e protéico,
sendo mais acentuado neste ultimo. Dentro de cada sistema
testado, foram constatadas bandas em comum produzidas pelos
isolados e localizadas em diferentes regides dos géis.

Figueiredo ef al. (1989) investigaram a variabilidade
1soenzimatica de 15 isolados de C. lindemuthianum, através
da eletroforese em gel de amido, e detectaram atividade para
20 enzimas, das 25 testadas, sendo a maioria delas polimor-
ficas. Também Véras et al. (1997) avaliaram nove isolados
de C. guaranicola, usando os mesmos sistemas utilizados no
presente trabalho, tendo também observado variacdes
fenotipicas entre os isolados, embora pertencentes a mesma
espécie.

De acordo com os valores da mobilidade relativa (Rf),
das bandas protéicas e isoenzimaticas, nos trés sistemas
analisados (Tabelas 1, 2, 3). Além do tamanho da molécula,
outros fatores podem estar envolvidos na diferenca de mobi-
lidade das bandas observadas nos isolados de C. graminicola.

Considerando Micales et al. (1986) e Bonde et al. (1993), as
enzimas que sdo codificadas por locos ou alelos diferentes,
freqiientemente mostram diferencas na mobilidade relativa
das bandas.

A analise de agrupamento usada para estimar os
dados em relacdo a atividade protéica e isoenzimatica dos
isolados de C. graminicola, tomando-se como base a
mobilidade relativa das bandas no gel de poliacrilamida,
revelou uma variabilidade intraespecifica, de acordo com o
sistema empregado (Figuras 1, 2 e 3). Em geral, os
agrupamentos sdo condicionados pela alta freqiiéncia de
fatores complementares na populagdo do patogeno.

No sistema protéico (Figura 1), a andlise dos isolados
permitiu detectar seis grupos: 1(Cgrl), 2 (Cgr2 e Cgr3), 3
(Cgrd), 4 (Cgr5 e Cgro), 5 (Cgr7) e 6(Cgr8 e Cgr9), os quais
diferiram na expressdo da similaridade. Ao nivel de 0% de
discordancia, os isolados Cgr8 e Cgr9 mostraram-se idénticos
entre si, enquanto Cgr1 foi o mais discordante de todos (95%).

Nos sistema esterasico (Figura 2), a analise de
agrupamento dos isolados revelou sete grupos: 1 (Cgrl e
Cgr2), 2 (Cgr3), 3 (Cgr4), 4 (Cgr8 e Cgr9), 5 (Cgro), 6
(Cgr7) e 7 (Cgr5). E interessante notar que os isolados do
grupo 4 (Cgr8 e Cgr9) neste sistema revelaram também com-
portamento idéntico ao observado no agrupamento dos dados
protéicos, ou seja, 0% de discordancia. Os demais grupos
apresentaram niveis de discordancia acima de 40%.

Com relagdo ao sistema fosfatase acida, a analise de
agrupamento dos dados permitiu definir cinco grupos: 1(Cgrl
e Cgr2), 2 (Cgr3), 3 (Cgr6, Cgr7 e Cgr8), 4 (Cgrd) e 5 (Cgr5
e Cgr9), dos quais os isolados incluidos nos grupos 1,3 e 5

TABELA 1 - Intensidade e mobilidade relativa das bandas de proteinas totais apresentadas pelos isolados de Colletotrichum

graminicola, em gel de poliacrilamida

Intens. das Bandas

Mobilidade Relativa (Rf)

o

Isolado N Bandas & =\ ldia Fraca 1 2 3 4 5 6 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21
Carl 6 1 3 2 15.0 25.0 383 45,0 55.0 733
Car2 7 | 3 3 15,0 233 30,0 417 55,0 66,7 75,0
Cor3 8 5 1 2 67 15,0 23,3 35,0 417 55,0 66,7 75,0
Card 7 7 11,7 233 36,7 433 55,0 66,7 75,0
Cars 6 | 2 3 11,7 233 28,3 417 55,0 73,3
Car6 6 5 1 ; 11,7 233 28,3 36,7 55,0 73,3
Car7 6 3 3 ; 233 283 36,7 55,0 68,3 733
Car8 6 6 133 233 35,0 51,7 56,7 733
Car9 6 ; 6 133 233 35,0 51,7 56,7 733

TABELA 2 - Intensidade e mobilidade relativa das bandas de esterase apresentadas pelos isolados de Colletotrichum

graminicola, em gel de poliacrilamida

Isolado N° Bandas Intens.das Bandas

Mobilidade Relativa (Rf)

Forte Média Fraca 1 2 3 4 5

6 7 8 9

10 11 12 13 14 15 16

Cerl 5 2 - 3 543 586 68,6 82,9 11,1
Cer2 3 - 2 1 61,4 82,9 11,1
Cer3 4 1 2 1 58,6 68,6 80,0 100,0

Cerd 2 2 - - 65,7 95,7

Cer5 5 1 1 3486 64,3 77,1 85,7 957

Cgré 4 3 1 - 486 62,9 75,7 95,7

Cer7 4 1 2 1 54,3 64,3 75,7 95,7

Cer8 1 - - 1 75,7

Cer9 1 - - 1 75,7
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TABELA 3 - Intensidade e mobilidade relativa das ban-
das de fosfatase acida apresentadas pelos iso-
lados de Colletotrichum graminicola, em gel
de poliacrilamida

Cgr1

Cgr2

}7

Cgr3

Isolado N° Bandas

Intens. das Bandas

Mobilidade Relativa (Rf)

Forte Média Fraca 1 2 3 4 5
Cerl 2 1 1 - 27,3 45,5
Cgr2 2 1 1 - 27,3 45,5
Cer3 2 1 - 1 25,5 45,5
Cgr4 2 1 - 1 25,5 44,0
Cers 2 1 - 1 236 44,0
Cgr6 2 1 - 1 236 45,5
Cer7 2 1 1 - 236 45,5
Cgr8 2 1 1 - 236 45,5
Cgr9 2 1 1 - 236 44,0

apresentaram padroes idénticos de produgdo e mobilidade da
enzima referida, ao nivel de 0% de discordancia.

Sabe-se que a mobilidade das bandas protéicas e
isoenzimaticas no gel estd condicionada ao tamanho da
molécula, constituindo os Rfs obtidos pela distancia percor-
rida, através da eletroforese, um critério importante para
identificagdo de diferengas e similaridade de isolados dentro
de uma mesma espécie. Entretanto, vale ressaltar, que este
critério ndo significa igualdade genética entre isolados, pois
existem outros fatores a serem considerados, como exemplo,
a densidade de concentracdo da enzima, refletida pela
coloragdo forte e largura da banda formada, além de outros,
como exemplo, a expressdo da patogenicidade. Micales et
al. (1986) consideram, também, que os organismos que
exibem alto nivel de variabilidade genética apresentam
variagdo intraespecifica. A expressdo desta variabilidade esta
na dependéncia dos sistemas enzimaticos utilizados. De
acordo com Micales ef al. (1998), as isoenzimas sdo formas
moleculares multiplas de enzimas e que somente aquelas
constituidas de aminoacidos diferentes em carga elétrica ou
forma podem ser separadas através da eletroforese, resultando
na formagdo de bandas que representam apenas parte da

Cgr1

Cgr2 —|
Cgr3 —,

Cgra
Cgré

Cgr7

Cgr8 |

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
FIG. 1 - Dendrograma revelando a analise de agrupamento
entre nove isolados de Colletotrichum graminicola,
com base na mobilidade relativa das bandas de
proteinas, no gel de poliacrilamida, pelo método
UPGMA.
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FIG. 2 - Dendrograma revelando a analise de agrupamento
entre nove isolados de Colletotrichum graminicola,
baseado na mobilidade relativa de bandas de
esterase, pelo método UPGMA.
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FIG. 3 - Dendrograma revelando a analise de agrupamento
entre nove isolados de Colletotrichum graminicola,
baseado na mobilidade relativa das bandas de
fosfatase acida, pelo método UPGMA.

variabilidade genética de um organismo. O niimero de bandas
pode refletir o nimero de alelos presentes no sistema e que
depende da condig@o nuclear (mono ou heterocariotico), do
nivel de ploidia (hapléide ou dipldide), da constituicao
genética do organismo (homozigoto ou heterozigoto), da
estrutura quaternaria da enzima, além de outros fatores.
Embora cada isolado represente uma populagdo de bidtipos,
acredita-se no entanto, que a padronizagdo de condicdes de
cultivo monospdrico, reduza a variagdo observada em C.
graminicola, quanto aos padrdes protéicos e isoenzimaticos
apresentados.
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