The results suggest that propagules produced on above-
ground parts of the hosts contribute to the soil-borne inocu-
lum. Spores would be deposited on or in the soil by wind and
rain. Whether the propagules in the soil play a significant role
in the occurrence and severity of common root rot in plants on
which they were produced is not known. However, they may
be very important in causing the disease in a subsequent crop.
Since sporulation can occur on subterranean plant parts
(Chinn, 1965), the magnitude of the contribution of the propa-
gules produced above and below ground to the total soil popu-
lation is also not known. Because of the large number of coni-
dia on the foliar parts, it seems likely that following the cultiva-
tion and the incorporation of stubble, most of the soil inocu-
lum would be derived from the conidia produced above
ground.
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RESUMO

JUNQUEIRA,N.T.V, ALFENAS, A. C,, CHAVES, G. M., ZAMBOLIM, L. & GASPAROTTO, L. Variabilidade isoenzimética de isolados de Mi-
crocyclus ulei com diferentes niveis de viruléncia. Fitopatol. bras. (12):208-214. 1987.

Analisaram-se os padroes isoenzimdticos de sete isola-
dos de Microcyclus ulei, com diferentes niveis de viruléncia,
em gel de poliacrilamida. Testaram-se as enzimas peroxidase,
ae 3— esterase, malato desidrogenase, lactado desidrogenase,
B — glicosidase, polifenoloxidase, dlcool desidrogenase, fosfa-
tase alcalina, tetrazolium oxidase e hexoquinase. Os resulta-
dos obtidos foram comparados com a viruléncia dos isolados a
vérios clones de seringueira. Os padrdes de esterase, peroxi-
dase e lactato desidrogenase diferenciaram respectivamente
seis, quatro e cinco isolados. As enzimas malato desidrogena-
se e hexoquinase diferenciaram-respectivamente dois e trés
isolados. As enzimas 3 — glicosidase, polifenoloxidase, dlcool

desidrogenase e fosfatase alcalina apresentaram baixa reso-
lucdo nos géis, mesmo.apds a imersao do gel corado em aceto-
na. O isolado HM! foi avirulento e ndo esporulante, tendo
apresentado padrdes isoenzimaticos diferentes dos demais
isolados para todas as enzimas analisadas. Estes resultados
mostram a existéncia de uma correlacdo entre a viruléncia-dos
isolados de M. ulei e seus padrdes isoenzimaticos. Ressalta-se,
porém, que o nimero de enzimas testadas foi insuficiente para
separar alguns isolados como UNA de BVe HM de ITB. Con-
cluiu-se que a andlise eletroforética de padrdes isoenzimaticos
pode auxiliar na caracterizacao e identificac@o de isolados de
M. ulei, com diferentes niveis de viruléncia.

1Parte da tese de doutorado de Nilton T. V. Junqueira, desenvolvida no Departamento de Fntopatologla da Universidade Federal de Vicosa, sob

apoios institucionais do CNPq, EMBRAPA e SUDHEVEA.
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ABSTRACT
Isoenzyme patterns of Microcyclus ulei isolates differing in virulence

Protein and isoenzyme patterns of Microcyclus uleiiso-
lates differing in virulence were analysed on polyacrilamide
gel electrophoresis. Gels were stained for o and 3 esterase
(EST), malate dehydrogenase (MDH), lactate dehydrogenase
(LDH), (8 glucosidase (GLU), poliphenoloxidase (PPO), alco-
hol dehydrogenase (ADH), alkaline phosphatase (AP), tetra-
zolium oxidase (TO), hexokinase (HK) and peroxidase (PO).
Better visualization of bands of enzyme activity was obtained
by treating the stained gels with acetone. Electrophoretic data
were compared to the virulence of the isolates inoculated on
several rubber tree clones. Isolates were classified into 3
groups according to their virulence. EST, LDH and PO pat-

terns differenciated 6, 5 and 4 isolates, respectively. On the
other hand, MDH and HK differenciated only 2 and 3 isolates,
respectively. GLU, PPO, ADH and AP showed very low enzy-
me activity; bands were almost undetectable. The HM! isolate
was avirulent to all tested clones, nonsporulating, and displa-
yed different isoenzyme patterns in comparison to the other
isolates. A correlation was found between the virulence of M.
ulei isolates and their isoenzyme patterns. Thus, it is conclu-
ded that the electrophoretic analysis of enzymes may be use-
full to identify and characterize isolates of M. ulei varying in
their degrees of virulence.

INTRODUCAO

Nos programas de melhoramento visando a resisténcia
a doencas, dentre outros fatores, é necessario que se conheca
o germoplasma do hospedeiro e a variabilidade fisiol6gica do
pat6geno. A especializacdo fisiol6gica de Microcyclus ulei (P.
Henn.) v. Arx é admitida, desde 1946, por Langford (1960,
1961), citado por Chee e Wastie (1980). Esta observacdo foi
confirmada experimentalmente por Langdon (1965), Miller
(1966), BRASIL SUDHEVEA (1975), Chee (1983, 1984) e
Junqueira (1985).

Entretanto, os estudos da variabilidade fisiol6gica de M.
ulei tém-se limitado a estes trabalhos citados e as observacgdoes
visuais em campo; portanto, o conhecimento destas carac-
teristicas € de suma importancia para os trabalhos de melhora-
mento visando a resisténcia a doenca. A identificacdo de racas
fisiol6gicas baseia-se em reacdes distintas dos isolados em
uma série de variedades diferenciadoras, as quais apresentam
um ou vdarios genes de resisténcia distintos a uma ou mais
racas. Contudo, a utilizacdo deste método exige grande espaco
fisico para montagem de ensaio, s6 permitindo a obtencéo dos
resultados ap6s longo periodo de trabalho, e as vezes estes re-
sultados sdo inconsistentes em virtude das variacdes ambien-
tais. No caso da seringueira, o trabalho torna-se mais dificil
por causa da desuniformidade dos lancamentos foliares e da
necessidade de se utilizarem folhas novas para as inoculacdes;
portanto, torna-se necessario desenvolverem-se técnicas rapi-
das, simples e de alta precisdo para a caracterizacdo de “racas
fisiol6gicas” ou “isolados” de M. ulei, o que vem a tornar um
importante suporte para o programa de melhoramento da se-
ringueira visando resisténcia ao mal-das-folhas.

A anélise de isoenzimas e proteinas tem sido preconiza-
da por diversos pesquisadores (Burdon et alii, 1981; Stipes et
alii, 1982; Bernier ef alii, 1983; Jeng e Rubbes, 1983; Alfenas,
1983; Alfenas et alii, 1982, 1984) como um novo método sim-
ples e rdpido para a identificagdo e caracterizacdo da virulén-
cia de fitopat6genos, que podera ser empregada como suporte
aos resultados obtidos a partir de hospedeiros diferenciado-
res. .

Este trabalho teve como objetivo o estudo da variabili-
dade fisiol6gica de alguns isolados de M. ulei (Fusicladium
macrosporum) provenientes de diversas regides heveicolasdo
Brasil, através da andlise dos padrdes isoenziméticos por meio
da eletroforese em gel de poliacrilamida e através de reacdes
em diferentes clones de seringueira.

MATERIAL E METODOS

Plantas, fungos e inoculacoes

Os clones de Hevea spp provenientes do Centro Nacio-
nal de Pesquisa de Seringueira e Dendé (CNPSD), Empresa
Capixaba de Pesquisa Agropecudria (EMCAPA) e Empresa
Agropecudria de Minas Gerais (EPAMIG), enxertados em
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porta-enxertos geneticamente heterogéneos, foram cultiva-
dos em sacos de polietileno contendo 10 kg de substrato cons-
tituido de uma mistura de 70% de solo de 30% de esterco. ApGs
o terceiro lancamento foliar, iniciaram-se as inoculacdes.

As inoculacdes foram feitas na face abaxial dos foliolos
comidade de 6 a 8 dias, correspondentes aos estddios B! ou B2,
descritos por Hall€ et alii (1978), com uma suspensdo de 2 X
105 conidios/ml provenientes de culturas com idade de 12
dias, mantidas em meio contendo 6g de neopeptona, 10g de
sacarose, 20g de dgar, 2g de KH2PO#, 1g de MgSO#4. 7H20, 2ml
de Panvit (Complexo de aminodcidos, vitaminas e sais mine-
rais), 1.000 ml de 4gua destilada, pH 5.0. Os isolamentos e cul-
tivos dos isolados de M. ulei foram feitos conforme descrito
por Junqueira et alii (1984). As etiquetas de identificacdo cor-
respondentes a cada isolado foram distribuidas ao acaso em
diferentes folhas de um mesmo lancamento (conjunto de fo-
lhas emitidas pelo mesmo terminal de um ramo, numa mesma
época). Cada isolado foi inoculado pelo menos duas vezes em
folhas diferentes do lancamento. Os conidios foram dispersos
em dgua destilada. Utilizou-se um atomizador modelo H3
(Paashe air Brush, Chicago, EUA), acionado por um compres-
sor elétrico calibrado entre 18 a 20 libras. A atomizacéo foi
efetuada até a cobertura completa da superficie foliar por goti-
culas, evitando-se a coalescéncia e o escorrimento destas.

Ap6és ainoculacdo, as plantasforam colocadas em cama-
raumida (97 + — 2% de umidade relativa), a 24°C, sob regime
de luz alternada (12 horas de escuro e 12 horas de luz; 2.000
lux) durante 24 horas. Apés este periodo, as plantas foram re-
tiradas da cAmara imida e mantidas por oito dias em camaras
de crescimento a 24°C, 80-85% de umidade relativa, sob o
mesmo regime de luz. Posteriormente, as plantas foram trans-
feridas para casa-de-vegetacdo a 26 + — 4°C, e umidade rela-
tiva de 78 + — 5%.

A avaliacdo foi feita 15 dias ap6s a inoculacdo, determi-
nando-se o nimero de lesdes por 8 cm? de superficie foliar,
didmetro médio das lesdes e esporulacdo. A andlise do tipo de
reacdo foi baseada principalmente no didmetro médio das le-
soes e na esporulacao conforme escala proposta por Junqueira
(1985) e Junqueira et alii (1986).

Os isolados utilizados e as respectivas procedéncias sdo
apresentados na Tabela 1.

Cultivo de Microcyclus ulei para extracao das
proteinas

Discos de 1,5 cm de didmetro foram retirados de cultu-
ras de M. ulei com 12 dias de idade e macerados em tubos de
ensaio, com o auxilio de bastdo de vidro flambado. Foram ma-
cerados cinco discos de cultura (contendo micélio, conidios
e/ou conidi6foros) isentos de fragmentos de meio de cultura,
para cada 10 ml de d4gua destilada esterilizada contendo 0,1%
de sacarose e 50 ppm de cloranfenicol. Aliquotas de 0,5 ml des-
ta suspensdo foram adicionadas em erlenmeyers de 125 ml
contendo 25 ml de meio de cultura sélido (6g de neopeptona,

209



TABELA 1 — Origem dos isolados de Microcyclus ulei utilizados.
UFV, Vigosa, MG, 1985.

Procedéncias
Isolados Grupo*

Municipio Estado
UNA I Una Bahia
ITB 111 Itubera Bahia
LAB I Lébrea Amazonas
HM 111 Humaita Amazonas
HM; ¥ Humaita Amazonas
EIR II Eirunepé Amazonas
BV I Boa Vista Roraima
GV 1I Governador Valadares|Minas Gerais

* Os isolados foram incluidos em grupos de acordo com a especificidade
para os hospedeiros (Junqueira, 1985).
** [solado ndo esporulante, ndo incluido em grupos.

10g de sacarose, 2g de KH2POs, 1g de MgSOa4. 7H20, 20g de
dgar, 10mg de cloridrato de lisina, 0,25 mg de treonina, 0,25
mg de triptofano, 1.000 ml de dgua destilada, pH 5,0). A sus-
penséo foi distribuida uniformemente, sobre a superficie do
meio e os frascos foram incubados a 24°C no escuro.

Extracdo das Proteinas

Ap6s 12 dias de incubacio, as placas miceliais formadas
sobreomeioforamremovidascomumaespatulatipo“desoper-
culador” e transferidas para funil de Biichner, munido de pa-
pel de filtro Whatman n? 1. A seguir, foram feitas 2-3 lavagens

com dgua destilada, a fim de se removerem os residuos de meio
aderidos ao micélio. Posteriormente, a massa micelial foi con-
gelada a —20°C e liofilizada por 7 horas. A extracdo das pro-
teinas foi feita diretamente em tampao Tris-HC1 0,062M, pH
6,8 a 3-5°C, na proporcéo de 70 mg de massa fiingica liofiliza-
da para cada ml de tamp3o. A suspensdo obtida foi homoge-
neizada com o auxilio de uma espéatula e mantida a 5°C por 12
horas. Finalmente, as amostras foram centrifugadasa 18.000 g
por 30 minutos e a concentracido de proteinas nos sobrena-
dantes foi estimada pelo método de Bradford (1976), tendo-se
albumina de soro bovino como proteina-padrao.

Andlise das isoenzimas e proteinas soliveis
totais

As amostras foram preparadas com 10% de glicerol +
tracos de azul-de-bromofenol. Uma aliquota de 100 ul de cada
amostra foi aplicada em orificios de 0,4 mm de comprimento,
0,15 mm de largura e 20 mm de altura formados na extremida-
de superior do gel, ap6s a retirada do pente.

A eletroforese foi conduzida em gel de poliacrilamida. A
parte inferior do gel (aproximadamente 70% do gel) foi com-
posta de poliacrilamida a 10% e a parte superior restante foi
composta de poliacrilamida a 4%. Os géis de poliacrilamida e
os tampdes eletrédios foram preparados conforme descrito
por Alfenas (1983). A eletroforese foi conduzida sob voltagem
constante de-200 V até que a zona frontal (azul-de-bromofe-
nol), atingisse a extremidade final do gel. O gel foientdo remo-
vido e submetido a coloracdo especifica para cada enzima.

Foram testadas as seguintes enzimas: esterase (EST), he-
xoquinase (HK), lactato desidrogenase (LDH), malato desi-
drogenase (MDH), peroxidase (PO), polifenol oxidase (PPO),

TABELA 2 — Reagiio de Clones de Seringueira a Infecgdo por diferentes isolados de Microcyclus ulei (Fusicladium macrosporum). UFV,

Vigosa, MG, 1985.

Isolados
Grupo I Grupo I1 Grupo III

Clones Progenitores ek

UNA BV LAB EIR GV ITB HM HM,

BA RR AM AM MG BA AM AM
IAN 2880 F 516 (F 4542 x AVROS 363) x PB 86 ASHE¥  AS AS R R R AS AR
IAN 3087 F 516 (F 4542 x AVROS 363) x PB 86 AS AS AS S AS AS AS AR
IAN 6158 * S S 5 ** R S R **
IAN 7002 Fx 625 (F 4542 x Tjir 1) x Tjir 1 AS AS AS AS o #+ AS *k *k
IAN 717 PB 86 x 4542 AS AS S e *k S ok s
IAN 3193 Fx 516 X PB 86 AS AS AS R R ok *k i
IAN 2909 F 516 (F 4542 x AVROS 363) x PB 86 AS S S R R AS S Aok
IAN 3887 FX 4425 (F 4527 x PB 86) x PB 86 AS e AS 4 ** X ok *k
F 4542 Hevea benthamiana S S S R X S X **
Fx 3810 F 4542 x AVROS 363 AS AS AS R R AS AS R
Fx 3899 F 4542 x AVROS 363 AS AS AS R R AS AS AR
Fx 2804 F 4542 x Tjir 1 AS AS AS R R R AS X
Fx 3703 F 4542 x PB 86 AS AS AS % AS AS AS ok
Fx 4098 PB 86 x FB 74 MR R R 5 > R ok ok
Fx 3925 F 4542 x AVROS 363 AS AS AS AS S AS AS ok
Fx 985 F 315 x AVROS 183 R R R AS R R R R
Fx 3864 PB 86 x FB 38 AS AS AS AS AS AS AS AR
Fx 3844 AVROS 183 x FB 45 MR R AS AS AS S > i
Fx 2261 F 1619 x AVROS 183 MR MR S MR MR R S xS
MDF 180 Hevea brasiliensis R R R AS R R * X
IAC 222 IAN 873 poliploidizado R S S AS MR AS AS %
CNSAM 7907 Clone primério, MR MR R R R R R *
CNSAM 7745 Clone primario R R R ** MR s R **
PA 31 Hevea pauciflora R *k R R ** *% R ik

* Fx 43-665 [Fx 213 (F 4542 x AVROS 183) x AVROS 183] x PB 86.
** Nao concluido.
*** Nao incluido em grupos.

**x* AS = Altamente sucetivel; S = Suscetivel; MR = Moderadamente resistente; R = Resistente; AR = Altamente resistente.
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dlcool desidrogenase (ADH), fosfatase alcalina (AP), tetrazo-
lium oxidase (TO) e — glicosidase (GLU). Os métodos de co-
loracdo utilizados foram os descritos por Shaw e Prasad
(1970), Siciliano e Shaw (1976) e Tanksley, citado por Valle-
jos (1983). Para a andlise dos padrdes de proteinas, os géis fo-
ram corados com uma solucdo a 0,1% de azul-de-coomassie
(brilliant blue R- 250) em fixativo PAGE (metanol: acido ace-
tico: dgua = 45:20: 35 v/v/v). Depois de 12 horas na solucédo
corante, em temperatura ambiente, os géis foram fixados nu-
ma soluc@o contendo 5% de metanol + 7% de acido acético.

Para melhorar a visualizacdo das bandas e facilitar as
andlises dos padrdes isoenzimaticos, apds coloracao e fixacao,
os géis foram imersos em acetona (P.A.) e submetidos a agi-
tacdo manual.

RESULTADOS

Reacio de clones de seringueira a infeccao por
diferentes isolados de Microcyclus ulei.

Na Tabela 2 sdo apresentados os tipos de reacdes dos
clones de seringueira aos isolados UNA, BV, LAB, ITB, HM,
GV, EIR e HM!. O isolado HM! foi avirulento a todos os clo-
nes testados, inclusive ao LCB 510, Tjir 1 e RRIM 600 (dados
ndo mostrados). Os isolados UNA, BV e LAB (grupo I) ataca-
ram e esporularam em todos os clones com genes de F 4542
(Hevea benthamiana) e na maioria dos clones de Hevea brasi-
liensis, mas ndo esporularam no Fx 985 e MDF 180, que
também s@o clones de H. brasiliensis. Os isolados BV e LAB
atacaram e esporularam em 77% e 75% dos clones, respectiva-
mente. Osisolados ITB e HM (grupo I1I) atacaram e esporula-
ram em proporc¢des semelhantes, tanto os clones com genesde
F 4542 quanto nos clones de H. brasiliensis. Estes isolados
atacaram e esporularam em aproximadamente 70% dos clo-
nes apresentados na Tabela 2. Os isolados GV e EIR (grupo II)
atacaram e esporularam em todos ou na maioria dos clones de
H. brasiliensis e em alguns clones com genes de F 4542 (H.
benthamiana) testados. O isolado GV atacou e esporulou em
44% dos clones enquanto que o EIR atacou e esporulou em
47%.

De acordo com os clones diferenciadores descritos por
Miller (1966), os isolados BV e ITB aproximam-se bastante da
raca 2; os isolados UNA e LAB aproximam-se da raca 3. De
acordo com os clones diferenciadores propostos por BRASIL
SUDHEVEA (1975) e Chee (1984), € possivel que os isolados
GV e EIR pertencam a raca 4a. O isolado HM néo se enqua-
drou em nenhuma das racas ja descritas. Finalmente, com base
nos dados da Tabela 2, verifica-se que os sete isolados patogé-
nicos diferem entre si quanto a viruléncia por um ou mais clo-
nes.

Padroes isoenzimaticos dos isolados de M. ulei

Os padrdes isoenzimaticos para esterase, peroxidase,
lactato desidrogenase, malato desidrogenase, tetrazolium oxi-
dase e hexoquinase estdo apresentados nas Figuras 1,2,3 ena
Tabela 3. O isolado HM sé foi testado para esterase. As va-
riacdes na intensidade das bandas observadas nos géis nao fo-
ram indicadas nos zimogramas.

As enzimas polifenoloxidase, dlcool desidrogenase, fos-
fatase alcalina e 3 — glicosidase exibiram bandas com baixa
atividade enzimatica, quase nao detectaveis, para todos os iso-
ladostestados, a excecdo do solado HM! e, porisso, ndo foram
apresentadas nas Figuras 1 e 2.

Esterase

Os géis corados para esta enzima apresentaram 31 ban-
das (Figura 1). Osisolados UNA e BV (Grupo I) apresentaram
bandas com os mesmos padrdes de migracdo, mas diferentes
dos demais isolados (Tabela 3.). O isolado LAB, também do
Grupo I, apresentou bandas com padrado de migracao diferen-
te daquele dos demais isolados para essa enzima. Os isolados
ITB e HM pertencem ao Grupo III e apresentaram bandas
comosmesmos padroes de migracao paraesterase. Osisolados
ITB e HM assim como os isolados UNA e BV diferem entre si
em viruléncia (Tabela 2). Os isolados EIR e GV pertencem ao
Grupo II, e apresentaram bandas com padrdes de migracdo di-
ferentes. Estes dois isolados também diferem em viruléncia
(Tabela 2). O isolado HM! n@o foi incluido em grupos por
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FIGURA 1 — Padroes isoenzimiticos para o e B Esterase (EST) e Lactato Desidrogenase (LDH), de Microcyclus ulei
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FIGURA 2 — Padrdes isoenzimaticos para Hexoquinase (HK), Malata Desidrogenase (MDH), Peroxidase (PO) e Tetrazolium Oxidase (TO),

de Microcyclus ulei.

apresentar esporulacdo muito baixa em relacdo aos demais
isolados e por ser avirulento para os clones testados. Este iso-
lado apresentou padr@o isoenzimatico diferente dos demais
isolados (Figura 1). Através dos padrdes de migracdo parace 3
esterase, s6 nédo foi possivel diferenciar os isolados UNA de
BV e ITB de HM. Desta forma, seis dos oito isolados testados
diferiram entre si, por seus padrdes de esterase.

Lactato desidrogenase

Para esta enzima, foram detectadas oito bandas (Figura
1). O isolado HM! n@o apresentou a banda n? 1 que € comum
para os demais isolados, mas apresentou as bandas 2, 3 e 4 ndo

detectadas nos outros isolados. Os isolados ITB (Grupo III) e
UNA, BV (Grupo I) apresentaram um mesmo padrao isoen-
zimdtico (bandas 1, 6 e 8), diferentemente dos demais isola-
dos. Os isolados UNA, BV e ITB diferiram dos demais isola-
dos, mas ndo diferiram entre si (Tabela 3). A banda 5 s6 foi
apresentada pelo isolado LAB, que também diferiu dos de-
mais isolados. O isolado EIR diferiu do isolado GV pela
auséncia da banda 8. Os isolados HM!, EIR, LAB, GV diferem
entre si e dos isolados UNA, BV e ITB. Desta forma, é possivel
que cinco dos sete isolados testados possam ser separados en-
tre si, através dos padrdes isoenzimaticos para lactato desi-
drogenase.

TABELA 3 — Diferencas entre Isolados de Microcyclus ulei, Determinadas pelas Bandas Numeradas Apresentadas nas Figuras 1 e 2. UFV,

Vigosa, MG, 1985.

Isolados
Grupo 1 Grupo 11 Grupo 111
Isoenzimas HM,
UNA BV LAB EIR GV ITB HM*
Lactato desidrogenase pdn [ B 1, 6,8 |1 6, 84=1z 5=8 1, 7 1,~3= 8=k =8 —
Malato desidrogenase 1 203 -3 i 23 2.3 N —
Tetrazolium oxidase 2.3 i e 1 3 e T -
Hexoquinase I, 355 4 2 2 2 2, % 2 2 -
Peroxidase 3. 5.5 3 3 1,3 2.3 3 3 -
ove (3 esterase 1, 2. 4,5 1 81012 18.10, 218, 9,11, 2. 35,6 8, 10, 12, 8, 10, 12,] 8, 10, 12,
7, 8, 14, 14, 16, 17, (14, 16, 17,] 13, 15, 17, 8, 10, 14, 14, 16, 17,]14, 16, 17,14, 16, 17,
16, 17, 18, 18, 20, 21. {18, 20, 21.] 19, 21. 16, 17, 18, 18, 20. 18, 20, 21,18, 20, 21,
20, 21, 23, 20, 21,23, 22: 2.
26, 27, 28, 24, 25, 26,
29, 30, 31. 27, 29.

* Testado apenas para esterase.
** Nio apresentou bandas visiveis.
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Hexoquinase

Detectaram-se quatro bandas de hexoquinase (Figura
2). Osisolados UNA, BV, ITB e GV apresentaram bandas com
baixa atividade enzimética, ao passo que osisolados LAB, EIR
e HM! apresentaram bandas com alta atividade enziméatica. O
isolado HM! diferiu dos demais isolados pelas bandas 1 e 3. O
isolado EIR diferiu dos isolados HM! pela auséncia das ban-
das 1 e 3, e dos demais isolados pela presenca da banda 4 (Fi-
gura 2 e Tabela 3). O isolado HM! ndo apresentou a banda 2,
comum para os demais isolados. Os isolados GV, UNA, BV,
LAB e ITB néo diferiram entre si quanto ao padrao isoenzima-
tico para hexoquinase. Desta forma, pelos padr&es dessa enzi-
ma, foi possivel separar o isolado HM! do EIR e ambos dos de-
mais.

A

A B

FIGURA 3 — Padroes isoenzimaticos para ot e (3 esterase de Mi-
crocyclus ulei. A. isolado UNA, proveniente de Una-
BA; B. isolado EIR, proveniente de Eirunepé-AM; C.
isolado HM!, proveniente de Humaita-AM.

Malato desidrogenase

Detectaram-se trés bandas de malato desidrogenase (Fi-
gura 2). A banda 1 s6 foi apresentada pelo isolado HM1, a qual
diferenciou este isolado dos demais. As bandas 2 e 3 foram co-
muns para os demais isolados, que néo diferiram entre si.

Peroxidase

Detectaram-se seis bandas de peroxidase (Figura 2). A
banda 1 s6 foi apresentada pelo isolado LAB, a qual o diferen-
ciou dos demais isolados. O isolado EIR apresentou as bandas
2 e 4, as quais o diferenciaram dos outros isolados. O isolado
HM! diferiu dos demais pelas bandas 5 e 6. Os isolados GV,
UNA, BV e ITB néo diferiram entre si. Osisolados HM1, EIR e
LAB diferiram entre si e dos demais isolados. Desta forma, pe-
los padrdes de peroxidase foi possivel separar quatro dos sete

isolados testados (Tabela 3). r
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Tetrazolium oxidase

As bandas de tetrazolium oxidase foram detectadas nos
géis corados para outras enzimas em que se utilizaram coran-
tes contendo sais de tetrazolium. Detectaram-se trés bandas
para tetrazolium oxidase (Figura 2). Osisolados GV, UNA, BV
e ITB ndo apresentaram bandas visiveis. O isolado LAB s6
apresentou a banda 1. O isolado HM! apresentou as bandas 2
e 3, ao passo que o isolado EIR s6 apresentou a banda 3. Os
isolados HM!, EIR e LAB diferiram entre si e dos demais isola-
dos. Desta forma, poi possivel separar quatro dos sete isolados
(Tabela 3).

DISCUSSAO

Os resultados deste trabalho mostraram que os isolados
de M. ulei, que diferem em viruléncia, diferem também quanto
aos padrdes isoenzimaticos detectados para as enzimas testa-
das. Os padrdes de isoperoxidases, isoesterases e isolactato
desidrogenases permitiram a separac@o de um niimero maior
de isolados. Osisolados EIR e HM! diferiram entre si e dos de-
mais através de cinco enzimas. Os isolados EIR e GV, ambos
do Grupo II, atacaram um menor numero de clones em re-
lagdo aos demais, a excecdo do HM! que foi avirulento a todos
os clones testados. Os isolados EIR e GV diferem entre si
quanto a viruléncia por dois ou mais clones (Tabela 2). Estes
dois isolados atacaram e esporularam em todos ou na maioria
dos clones de H. brasiliensis e atacaram e esporularam em
alguns clones com genes de F 4542 (H. benthamiana). Os iso-
lados UNA e BV ndo apresentaram diferencas entre si para as
enzimas testadas, mas diferiram dos demais isolados, através
dasenzimas LDH e EST (Tabela 3 e Figuras 1,2 e 3). Estesdois
juntamente com o isolado LAB, fora altamente virulentos ou
virulentos a todos os clones portadores de genes de F4542 e a
maioria dos clones de H. brasiliensis.

Os resultados apresentados nas Tabelas 2 e 3 e nas Figu-
ras 1 e 2 mostram a existéncia de uma relacdo entre a virulén-
cia dos isolados com os padrdes isoenzimaticos, principal-
mente, de esterase, peroxidase e lactato desidrogenase. Os iso-
lados ITB e HM, ambos do Grupo 111, apresentaram o mesmo
padrdo para esterase; entretanto, estes dois isolados diferem
entre si por reacoes distintas nos clones.IAN 2880, IAN 6158,
Fx 2261 e Fx2804 (Tabela 2). Os isolados UNA e BV (Grupo I)
também apresentaram os mesmos padrdes isoenzimaticos pa-
ra as seis enzimas testadas. Entretanto, estes dois isolados s6
podem ser separados por reacdo distinta no clone IAC 222 e
por outros tipos de reacdes MR (moderadamente resistentes)
nos clones Fx 4098 e Fx 3844 (Tabela 2). Por serem separados
por reacdes distintas em apenas um clone (IAC 222) e por
reacoes do.tipo MR em dois clones, os isolados UNA e BV pa-
recem ser bem préximos quanto a viruléncia. Osisolados GVe
EIR (Grupo II) que apresentaram padrdées isoenzimaticos di-
ferentes diferem entre si pelos clones Fx 985, MDF 180 e IAC
222 (Tabela 2).

Desta forma, € possivel que a especificidade de hospe-
deiros e a capacidade de esporulacdo estejam relacionadas
com as diferencas nos padrdes isoenziméticos dos isolados de
M. ulei (Tabela 3 e Figuras 1 e 2).

Alfenas (1983) levantou a hipétese de que a anélise de
proteinas e de padrdes enzimaticos constitui valioso método
para a determinacdo de componentes genéticos e fisiologicos
do hospedeiro e do patégeno. Bernier et alii (1983) relataram
diferencas entre isolados de Ceratocystis ulmi agressivos e
ndo-agressivos, através de padrdes isoenzimaticos de dlcool
desidrogenase, peroxidase polifenoloxidase, hexoquinase e
esterase. Alfenas (1983) também constatou diferencas em pa-
drdes isoenzimaticos entre isolados de Cryphonectria cuben-
sis por esterase, peroxidase, fosfoglicomutase e hexoquinase.
Estes padrdes enziméaticos apresentaram estreita relacdo com
o relativo grau de patogenicidade e origem geografica dos iso-
lados estudados. Por outro lado, Meyer e Renard (1969) nio
conseguiram relacionar os padrdes protéicos e isoenzimaticos
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com formas patogénicas de Fusarium oxysporum f. sp. melo-
nis e F. oxysporum f{. sp. elaeidis. Burdon e Marshall (1981)
detectaram diferencas nos padrdes enzimaticos de esterase,
leucina-aminopeptidase, dihidroredutase, fosfoglicomutase e
dihidrolipamida entre formae speciales de Puccinia graminis
patogénica a diferentes hospedeiros.

Entre os isolados de M. ulei testados, os isolados UNA e
BV néo diferiram entre si, através dos padrées isoenzimaticos
de seis enzimas. Entretanto, estes isolados pertencem ao Gru-
po I e diferem em viruléncia quando inoculados em vérios clo-
nes de seringueira. O isolado HM s6 foi testado para esterase,
endo diferiu do isolado ITB. Estes dois isolados pertencem ao
Grupo III e também diferem entre si quanto a viruléncia. No
entanto, € possivel que os isolados UNA e BV e também HM e
ITB possam apresentar padrdes isoenzimaticos ou protéicos
diferentes, se forem testados em relacdo a um maior niimero
de enzimas ou de proteinas nativas ou desnaturadas. Nao hou-
ve uma relacdo entre os padrdes isoenzimaticos e os grupos de
isolados.

Os resultados obtidos neste trabalho mostraram que os
padrdes isoenzimaticos dos isolados de M. ulei, podem ser re-
lacionados com o seu grau de viruléncia. Todos os isolad os di-
feriram entre si por um ou mais clones. Embora as ragas ainda
ndo estejam definidas, o nivel de viruléncia destes isolados va-
riou de um clone para outro. Os padrdes isoenzimaticos obti-
dos, principalmente para as enzimas esterase, peroxidase e
lactato desidrogenase, mostraram diferencas entre os isola-
dos, mas o nimero de enzimas testadas foi insuficiente para
separd-los melhor, tendo indicado, contudo, que a anélise ele-
troforética de padrdes isoenzimdticos pode contituir um mé-
todo rdpido e eficiente para a caracterizacio de isolados e até
mesmo de racas fisiolégicas de M. ulei.
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