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ABSTRACT

This paper relates the electrophoretic patterns of the total protein,
esterase and acid phosphatase of nine Colletotrichum guaranicola isolates.
The isolates were cultivated in liguid medium BD during seven days under
continuous light regime at 25°C. The electrophoretic analysis im
polyacrilamide gel showed different patterns, indicanting the occurrence of
phenotipic variation among isolates. However, the isolates ISO-1 and ISO-2,
ISO-8 and ISO-9 were similar to each other.

KEYWORDS. Isoenzimatic characterization; Colletotrichum guaranicola;
phenotype.

INTRODUGAO

O fungo Colletotrichum guaranicola Albuguerque, destaca-se como agente
etioldgico da principal e mais importante doenca do guaranazeiro (Paullinia
cupana var. sorbilis (Mart.) Ducke), a antracnose.

A identificagdo da espécie tem sido feita com base morfolégica,
verificando-se a existéncia de variabilidade cultural e também com relacdo
ao tamanho de conidios, entre os isolados obtidos de plantas de guaranazeiro
com sintomas tipicos de antracnose.

Andlise de isoenzimas & uma técnica atualmente usada por micologistas
e fitopatologistas para obtencdo de dados confidveis na identificagdo de
isolados desconhecidos, bem como para determinar a extensdo da variagdo
genética dentro e entre populacdes de fungos relacionados (1) .

Vérios trabalhos foram realizados por diferentes pesquisadores,
envolvendo estudos isoenzimiticos em diferentes espécies de fungos, dentre
eles, pesquisas desenvolvidas por BOSLAND & WILLIAMS (2) sobre ©
polimorfismo enzimdtico de Fusarium oxysporum; por HELLMAN & CHRIST (3)
estudando ragas de Ustilago hordei; por JUNQUEIRA et al. (4) analisando
padrdes isoenzimiticos de sete isolados de Microcyclus ulei; por MICALES et

al. (1) sobre atividade iscenzimdtica dentro do género Peronosclerospora,
além de outros.

Com relagdo a C. guaranicola, inexistem estudos desta natureza, poré@
os hd com outras espécies de Colletotrichum, como os desenvolvidos por LENNE
& BURDON (5) com isolados de C. gloeosporioides obtidos de Stylosanthes
guianensis, BONDE et al. (6) em andlise de comparagdo isoenzimatica de C.
acuntatum, C. fragariae e C. gloeosporioides.

O presente trabalho, objetivou a caracterizag¢do isoenzimatica de nove
isolados de C. guaranicola, através de padrdes eletroforéticos em gel de
poliacrilamida.

i MATERIAL E METODOS 58-

Os nove isolados de C. guaranicola foram obtidos de folhas e ramos de
guaranazeiro com sintomas de antracnose, oriundos de &reas de produgdo de
alguns municipios do Estado do Amazonas.
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Preparo das amostras e obtengdo do extrato protéico. Fragmentos de micélio
de cada um dos nove isolados de C. guaranicola, foram transferidos de tubos
de ensaio para frascos de erlenmeyer contendo 150ml de meio liguido BD e
incubados pelo periodo de sete dias em regime de claro continuo, a 25°C.
ApSs © periodo de incubagdo, a massa micelial foi filtrada em papel de
filtro, lavada com tré&s porgdes de &gua estéril, seco em papel absorvente em
condi¢des ambientais e pesada.

Para obtengdo do extrato protéico, 1 (um) grama de massa micelial de
cada isolado, foi individualmente macerado em almofariz mantido em banho de
gelo, adicionando-se 1,5 ml de tampdo tris-glicina 0,125M, pH 8,2, 300mg de
sacarose e 300 mg de polivinilpirrolidona (PVP). Em seguida, as amostras
foram mantidas em refrigerador durante 4 horas, a 4°C e, posteriormente
filtradas em dupla camada de gase.

Andlise eletroforética de isoenzimas. Utilizou-se o sistema continuo de
eletroforese em géis de poliacrilamida, de acordo com método empregado por
ALFENAS et al. (7).

A perfuragdo dos pogos nos géis, realizada através de um pente
metdlico, nos quais foram colocados retdngulos de 0,4 x 0,3cm de papel de
filtro Whatman n° 3 embebidos nos extratos dos respectivos isolados,
segundo metodologia utilizada por FALCAO (8).

Coloragdo e fixag8o da cor. Ap6s a migragido eletroforética, o gel foi
retirado da placa, e para a detecgdo de proteinas, utilizou-se como solucdo
corante azul de Coomassie e a fixagdo da cor, feita com solugdo fixadora
PAGE por 20 minutos, a 37°C. Para detecgdo de esterase, o gel foi imerso na
solugdo corante Fast blue BB e a fixacdo da cor, feita com fixador AYALA et
al. (9), durante 20 minutos, a 37°C.

Para detecgdo da fosfatase &cida, utilizou-se a solugdo corante Fast
Garnet e a fixag8o da cor realizada com fixador AYALA et al. (9), durante 20
minutos, a 37°C. A secagem dos géis, realizada conforme ALFENAS et al. (7).

Interpretagdo dos =zimogramas. Os padrdes de proteinas totais, esterase e
fosfatase acida, foram determinados através do nimero, posicdo e intensidade
das bandas e o cdlculo da mobilidade relativa das bandas (Rm), efetuado em
relagdo a disténcia em cm da regido mais anddica ou mais catddica do isolade
ISO-2 usado como controle, conforme método adotado por Falcdo (8).

RESULTADOS

No sistema proteinas totais, foram detectadas um total de 11
regides protéicas andédicas, PT-1, PT-2, PT-3, PT-4, PT-5, PT-6, PT-7, PT-8,
PT-9, PT-10 e PT-11, Qque apresentaram mobilidade relativa de 1,24, 1,00;
0,93; 0,78; 0,7L; 0,65; 0,54; 0,43; 0,39; 0,32 e 0,15, respectivamente
(Figura 1).

Como pode ser constatado, os isolados apresentaram de trés a sete
bandas protéicas, sendc a maioria de fraca intensidade. Os isolados IS0O-4 e
ISO-6 foram 0s que mostraram o maior namero de bandas, respectivamente sete
e seis, com Rm diferentes, exceg¢do das bandas PT-4, PT-8 e PT-11 que
alcangaram a mesma posi¢do no gel. Os isolados ISO-1 e ISO-2 apresentaram O
mesmo comportamento com cinco bandas protéicas de mesma Rm, sendo quatro de
intensidade fraca e uma de média intensidade. O mesmo foi observado com os
isolados ISO-8 e ISO-9 gue mostraram respectivamente quatro bandas, sendo
trés de fraca intensidade e uma intermedidria, igualmente com mesma
mobilidade relativa.

Para o sistema esterase, foram observadas o méximo de oito regides
anddicas, EST-1, EST-2, EST-3, EST-4, EST-5, EST-6, EST-7, e EST-8, com
mobilidade relativa de 1,00; 0,93; 0,82; 0,71; 0,62; 0,48; 0,44 e 0,22,
respectivamente (Figura 2).
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Figura 1. Zimograma de proteinas totais, em gel de poliacrilamida, dos

isolados de Colletotrichum guaranicola.
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Figura 2. Zimograma de esterase, em gel de poliacrilamida,
Colletotrichum guaranicola.
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Na atividade esterdsica, os isolados IS0O-1 e ISO-2 apresentaram
comportamento isoenzimdtico semelhante, com trés bandas de esterase, sendo
respectivamente, uma forte e duas de média intensidade, com mesma Rm no gel.
Do mesmo modo, os isolados ISO-8 e ISO-9 também mostraram ser geneticamente
semelhantes, com trés bandas de esterase, uma forte e duas de média
intensidade na mesma posi¢do no gel. Nos quatro isolados ISO-1 e ISO-2, ISO-
8 e ISO-9, aparentemente iguais pela atividade isocesterdsica, constatou-se
através da Figura 2, uma difereng¢a na posig¢do da EST-1 (Rm=1,00) e EST-2
(Rm=0,93), porém considerada uma disténcia relativamente préxima.

Nos demais isolados ocorreu a presen¢ga de bandas comuns, como EST-7
com Rm=0,44 (ISO-3, ISO-4, ISO-5, ISO-8 e ISO-9), EST-8 com Rm=0,22 (ISO-3 e
ISO-6), EST-4 com Rm=0,71 (ISO-1, ISO-2, ISO-8 e IS0O-9) e EST-2 com Rm=0,93
comum a ISO-7, ISO-8 e ISO-9.

Em geral, os isolados de C. guaranicola apresentaram uma variabilidade
genética, 1indicada pelo ndmero, intensidade e posigdo das bandas de
esterase, porém guardando certa afinidade entre eles.

No sistema fosfatase acida, foram detectadas um total de cinco regides
anddicas, designadas ACP-1, ACP-2, ACP-3, ACP-4 e ACP-5, com mobilidade
relativa de 1,20; 1,00; 0,65; 0,40 e 0,15, respectivamente, e duas regides
catddicas, ACP-6 e ACP-7 de mobilidade relativa de 1,00 e 2,00 (Figura 3).
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Figura 3. Zimograma de fosfatase &cida, em gel de poliacrilamida, dos
isolados de Colletotrichum guaranicola.

Os 1isolados IS0O-1 e ISO-2 mostraram comportamento semelhante, com
quatro bandas de atividade da fosfatase &cida, sendo trés anddicas (ACP-2,
ACP-3 e ACP-5) de intensidade média e uma catddica (ACP-6) de intensidade
fraca, as quais apresentaram a mesma Rm no gel. Do mesmo modo, os isolados
ISO-8 e ISO-9 mostraram-se iguais, com duas bandas de intensidade forte de
fosfatase &cida, sendo uma anddica (ACP-2) na mesma disté&ncia (Rm=1,00) e a
outra catddica (ACP-7) com Rm=2,00.

0Os demais isolados variaram quanto a Rm e intensidade enzimdtica,
porém ISO-5 e IS0-6, aparentemente semelhantes, gquanto ao ndmero e
mobilidade relativa, mostraram no entanto diferenga na atividade da enzima,
indicada pela colorag¢do (ISO-5, fraca e IS0O-6, forte).
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DISCUSsSZo

Em geral, a anédlise eletroforética permitiu observar variabilidade
isocenzimdtica dos isolados de C. guaranicola nos trés sistemas analisados.
Entretanto, os isolados ISO-1 e ISO-2, bem como ISO-8 e ISO-9 mostraram
estreita semelhanca entre si com relagdoc &s caracteristicas fenotipicas
tanto para proteinas totais, como nas atividades das enzimas esterase e
fosfatase &cida. Os demais isolados comportaram-se diferentemente, mas
sempre guardando certa relacdo entre eles, indicada pela presenga de bandas
isocenzimaticas comuns. E provdvel tratar-se de variantes dentro da populagdo
de C. guaranicola

LENNE & BURDON (5), pesquisando gquatro sistemas enziméticos em
isolados de C. gloeosporioides obtidos de Stylosanthes gulanensis,
verificaram limitada diversidade de isocenzimas, sugerindo um alto nivel de
reproducdo clonal. Por outro lado, BONDE et al. (6), estudando trés
patégenos de morangueiro, C. acuntatum, C. fragariae e C. gloeosporioides,
constataram que estas espécies podiam ser separadas por meioc de comparagado

isoenzimdtica, sendo gque C. acuntatum e C. gloeosporioides eram mais
estreitamente relacionadas do que C. fragariae e C. gloeosporioides. Ja
FIGUEIREDO et al. (10) ao investigarem a variabilidade isocenzimdtica de

quinze isolados de C. lindemuthianum através de eletroforese em géis de
amido, detectaram atividade para 20 das 25 enzimas testadas, sendo a maioria
delas polimérficas. Entretanto, a andlise realizada em géis de
poliacrilamida, ndo mostrou eficiéncia na detecgdo de variabilidade entre os
isolados.

A estabilidade no comportamento dos quatro isolados (ISO-1 e ISO-2,
ISO-8 e IS0-9), revelado através dos dados isoenzimdticos obtidos, ressalta
a importancia da utilizagdo desses marcadores na analise de fungos
fitopatogénicos, demonstrando a eficiéncia de técnicas moleculares na
caracterizagdo da populag¢do genética de fungos.
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