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RESUMO

Isolados de Oidium oriundos de eucalipto (Eucalyptus
urophylla) roseira (Rosa ), ddia (Dhalia sp.), feijoeiro (Phaseolus
vulgaris) € urucunzeiro (Bixa orellana) foram comparados mediante
técnicas de extragdo e eletroforese de isoenzimas, em gel de amido.
Dentre 19 enzimas testadas, fosfatase &cida, enzima malica, a-
esterase, 6-fosfoglucanato desidrogenase, fosfoglucose isomerase,
hexoquinase e malato desidrogenase ofereceram atividade e
resolucéo satisfatérias. Os isolados do patdégeno oriundos de

eucalipto e de roseira apresentaram um mesmo padrdo de bandas
com coeficiente de similaridade igual a 100%. Os demais isolados
diferiram entre si e exibiram coeficiente de similaridade inferior a
43%. Os isolados obtidos de eucalipto e de roseira, além de
morfologicamente similares, apresentaram um mesmo padrao
isoenzimédtico sendo, portanto, anamorfos de Sphaerotheca pannosa.

Palavras-chave adicionais: eucalyptus, isoenzimas,
isozimas.

ABSTRACT
Isozyme characterization of Oidium species

Isolates of Oidium spp. obtained from eucalyptus
(Eucalyptus urophylla), Rosa sp, Dhalia sp., common bean
(Phaseolus vulgaris) and Bixa orellana were compared by isozyme
analysis on starch gel electrophoresis. Among 19 enzymes tested,
acid phosphatase, malic enzyme, a-esterase, 6-phosphogluconate

dehydrogenase, phosphoglucose isomerase, hexokinase, and malate
dehydrogenase showed reproducible and distinct isozyme banding
patterns. Based on isozyme analysis, the Oidium isolate from
eucalypt showed identical profiles to that of rose and, therefore,
was identified as anamorphs of Sphaerotheca pannosa.

Na auséncia da fase teleomorfica, a identificacdo de
espécies de Oidium baseia-se em caracteres dafase anamarfica
(Braun, 1987) e, a exemplo de outros fungos, pode ser
auxiliada pela andlise eletroforética de isoenzimas (Micales
et al., 1998). Assim, neste trabalho, ajustaram-se as técnicas
de extracéo e eletroforese de isoenzimas, em gel de amido,
para a comparacdo de isolados de Oidium oriundos de
eucalipto (Eucalyptus urophylla), roseira (Rosa sp.), ddia
(Dhalia p), feijoeiro (Phaseolus vulgaris L.) e urucunzeiro
(Bixa orellana L.), utilizando-se a metodologia descrita por
Alfenas et al. (1998a e b).

Para multiplicacdo dos isolados nos seus respectivos
hospedeiros, mudas com infecgdo natural, em casa de
vegetacdo, tiveram suas folhas e brotag6es jovens lavadas
em &gua destilada, a fim de remover os esporos previamente
formados. Ap6s quatro acinco diasdeincubacdo a20°C (+ 1
°C), 80 % de umidade relativa e fotoperiodo de 12 h
intermitente de luz, os conidios produzidos foram macerados
em solugdo tampédo Tris-HCI 0,05 M, pH 6,8. Apds
centrifugacdo, embebeu-se 0 sobrenadante em tiras de papel
cromatogréfico, as quais foram armazenadas a -80 °C para

Fitopatol. bras. 27(3), maio - jun 2002

uso posterior. A eletroforese foi conduzida em géis de amido
hidrolisado a 13%, empregando-se 0s sistemas-tampao gel/
eletrodon® 8, 19 e 26, descritos por Alfenas & Brune (1998b),
e osgéisforam corados para deteccdo da atividade e resolucéo
de 19 enzimas (Brune et al., 1998). Dentre as enzimas
testadas, fosfatase &cida (ACP) (E.C. 3.1.3.2), enzimamalica
(ME) (E.C. 1.1.1.40), a-esterase (EST) (E.C. 3.1.1.1), 6-
fosfoglucanato desidrogenase (6PGDH) (E.C.1.1.1.44),
fosfoglucose isomerase (PGI) (E.C. 5.3.1.9), hexoquinase
(HK) (E.C. 2.7.1.1) e malato desidrogenase (MDH) (E.C.
1.1.1.37) ofereceram atividade e resolugdo satisfatérias
(Figura 1), ainda que as bandas fossem de baixa intensidade
ndo permitindo a documentac&o por fotografia. Deste modo,
optou-se pela apresentacdo dos dados por meio de esquemas
para servir como base em futuros estudos. Em geral, esporos
ndo germinados rendem extratos protéicos com baixa
atividade enzimética (Micales et al., 1998). O coeficiente de
similaridade (Cs) entre osisoladosfoi estimado pelaseguinte
equacéo (Dias, 1998):

N° bandas comuns x 100

N° bandas totais

Cs=

303
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Os isolados oriundos de eucalipto e de roseira apre-
sentaram um mesmo padréo de bandas (Figura1l) com Csde
100%, enquanto os demais diferiram entre si com Csinferior
a43% (Tabelal). Segundo caracterizacao morfol égicaetestes
de patogenicidade (Silva & Alfenas, 1994), os isolados de
Oidium obtidos de eucalipto e roseira também néo diferem
entre si.

Baseado nos resultados aqui obtidos, conclui-se que,
naausénciadafase teleomorfica, aanalise deisoenzimas pode
ser Util naidentificacdo de espécies de Oidium. Os isolados
de Oidium obtidos de eucalipto e de roseira além de
morfol ogicamente similares, apresentaram um mesmo padréo
isoenzimatico sendo, provavelmente, anamorfos de
Sphaerotheca pannosa (Wallr. ex. Fries) Lév.
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FIG. 1 - Fenotipos isoenzimaticos de fosfatase acida (ACP), 6-fosfoglucanato
desidrogenase (6PGDH), malato desidrogenase (MDH), enzima malica
(ME), a-esterase (EST), hexoquinase (HK) e fosfoglucose isomerase

(PGI) dos isolados de Oidium obtidos de :

D=Dalia (Dhalia sp.),

E=Eucalipto (Eucalyptus urophylla), R=Roseira (Rosa sp), F=Feijoeiro
(Phaseolus vulgaris) e U=Urucunzeiro (Bixa orellana), em gel de amido.
As linhas tracejadas representam bandas com baixa atividade.

TABELA 1 - Coeficiente de similaridade (Cs) médio (%)',
quanto aos padrdes isoenzimaticos de OQidium
sp. entre os isolados estudados

prlgem do Dilia Eucalipto Roseira Feijoeiro Urucunzeiro
isolado

Délia _

Eucalipto 21,4 _

Roseira 21,4 100 _

Feijoeiro 14,3 14,3 14,3 _

Urucunzeiro 35,7 429 429 429 _
Cs = N°bandas comuns x 100 (Dias, 1998)

Ne° bandas totais

304

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

ALFENAS, A.C,, BRUNE, W., OLIVEIRA, JR., KUNIEDA, S.
& SCORTICHINI, M. Extragdo de proteinas para eletroforese.
In: Alfenas, A.C. (Ed.) Eletroforese de isoenzimas e proteinas
afins: fundamentos e aplicagdes em plantas e microrganismos.
Vigosa UFV. 1998. pp. 85-113.

ALFENAS, A.C. & BRUNE, W. Eletroforese em gel de amido.
In: Alfenas, A.C. (Ed.) Eletroforese de isoenzimas e proteinas
afins: fundamentos e aplicagBes em plantas e microrganismos.
Vigosa UFV. 1998. pp. 115-148.

BRAUN, U. A monograph of the Erysiphales (Powdery Mildews).

Fitopatol. bras. 27(3), maio - jun 2002



Caracterizagdo isoenzimética de espécies de Oidium
Berlin, J. Cramer. 1987.

MICALES, JA., ALFENAS, A.C. & BONDE, M.R. Izoenzimas
BRUNE, W., ALFENAS, A.C. & JUNGHANS, T.G. Identificagdo

na taxonomia e na genética de fungos. In: Alfenas, A.C.
especificas de enzimas em géis. In: Alfenas, A.C. (Ed.) (Ed.) Eletroforese de isoenzimas e proteinas afins:
Eletroforese de isoenzimas e proteinas afins: fundamentos

fundamentos e aplicagBes em plantas e microrganismos.
e aplicagdes em plantas e microrganismos. Vigosa: UFV. Vigosa: UFV. 1998. pp. 477-502.
1998. pp. 201-317.

SILVA, M.D.D. & ALFENAS, A.C. Identificacdo de Oidium

originario do eucalipto, feijoeiro e urucunzeiro e influéncia
Eletroforese de isoenzimas e proteinas afins: fundamentos

de fatores do ambiente na germinacéo de conidios de
e aplicagdes em plantas e microrganismos. Vigosa: UFV.

Sphaerotheca pannosa. Fitopatologia Brasileira 19:292.
1998. pp. 405-473. 1994,

DIAS, L.A.S. Andlises multidimensionais. In: Alfenas, A.C. (Ed.)

00081

Fitopatol. bras. 27(3), maio - jun 2002 305



