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RESUMO

Nos ultimos anos, tem sido observada, em diversas regifes brasileiras, maior
incidéncia de podriddes de espiga e do colmo de milho causada por fungos como Fusarium
verticillioides e Stenocarpella maydis. Isso tem causado perdas de produtividade e qualidade
de grdos. Os objetivos nesta proposta foram: avaliar a produtividade e qualidade sanitaria de
grdos de hibridos de milho, com diferentes niveis de resisténcia aos patdgenos que causam
podriddes de graos; analisar a expressdao de genes associados a resisténcia a podriddo de
grdos. Espigas de quatro hibridos de milho sendo dois resistentes a grdos ardidos AG7088,
P4285 e dois susceptiveis RB9077 e DKB390 foram inoculadas com os fungos Fusarium
verticillioides, e F. verticillioides e Stenocarpella maydis associados, mais o tratamento
controle com inoculacdo natural. Os gréos foram colhidos em duas épocas. O delineamento
experimental utilizado foi o inteiramente casualizado em esquema fatorial 4x3x2 sendo 4
hibridos, 3 tratamentos de inoculacéo e 2 épocas de colheita. Foram avaliadas a produtividade
de grdos, além de outros parametros relacionados a qualidade sanitaria dos gréos. Foi avaliada
a expressao de proteinas resistentes ao calor por meio da técnica de eletroforese. A expressdo
de genes associados a resisténcia dos grdos a podriddo foi avaliada por meio da técnica de
RT-gPCR. Maior produtividade de grdos foi observada para o hibrido RB9077, hibrido
classificado como susceptivel aos fungos que causam gréos ardidos. Houve maior infecgéo
dos grdos de milho pelo fungo S. maydis nos hibridos considerados de baixa resisténcia,
DKB390 e RB9077. Maior expressao das proteinas resistentes ao calor foi observada nos
grdos do hibrido resistente P4285. Ndo houve expressao de proteinas resistentes ao calor nos
grdos dos hibridos quando inoculados com os fungos associados. Por meio da analise de
transcritos verificou-se maior expressdo do gene LOX8 em grdos do hibrido classificado
como resistente aos fungos que causam a podridao de gréos, P4285 em comparagdo com a
observada em gréos do hibrido DKB390, classificado como susceptivel.

Palavras-chave: Podridao de grdos, Graos ardidos, Zea mays.



ABSTRACT

In recent years, there has been a higher incidence of spike rot and corn stalk in several
Brazilian regions caused by fungi such as Fusarium verticillioides and Stenocarpella maydis.
This has caused losses of productivity and grain quality. The objectives of this proposal were:
to evaluate the productivity and sanitary quality of corn hybrids, with different levels of
resistance to pathogens that cause grain rot; to analyze the expression of genes associated with
resistance to grain rot. Spikes of four maize hybrids being two resistant to AG7088, P4285
and two susceptible RB9077 and DKB390 were artificially inoculated with the fungi
Fusarium verticillioides, and F. verticillioides and Stenocarpella maydis, plus the control
treatment with natural inoculation. The grains were harvested in two seasons. The
experimental design was a completely randomized 4x3x2 factorial scheme, 4 hybrids, 3
inoculation treatments and 2 harvest seasons. The grain yield was evaluated, as well as other
parameters related to the sanitary quality of the grains. The expression of heat-resistant
proteins was evaluated using the electrophoresis technique. The expression of genes
associated with resistance of grains to rot was evaluated using the gPCR RT technique.
Greater grain yield was observed for hybrid RB9077, a hybrid classified as susceptible to
fungi that cause moldy grains. There was a higher infection of the maize grains by the S.
maydis fungus in the hybrids considered of low resistance, DKB390 and RB9077. Higher
expression of the heat-resistant proteins was observed in the grains of the resistant hybrid
P4285. There was no expression of heat-resistant proteins in the grains of the hybrids when
inoculated with the associated fungi. By means of the analysis of transcripts, the LOX8 gene
were more expressed in grains of the hybrid classified as resistant to the fungi that cause grain
rot, P4285 compared to that observed in grains of the DKB390 hybrid classified as
susceptible.

Keywords: Rot of grains, moldy grains, Zea mays
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1 INTRODUCAO GERAL

O Brasil se mantém entre os principais produtores mundiais de milho em grdos. Tém
sido observadas produtividades de gréos crescentes associadas as tecnologias disponibilizadas
aos agricultores por meio do insumo semente. A area de cultivo do milho foi de 17.346,5 mil
hectares, com producéo de aproximadamente 93.835,7 mil toneladas de graos e produtividade
média de 5,4 mil quilos por hectare (CONAB, 2017). Além da produtividade a importancia da
qualidade sanitaria dos grdos também tem sido crescente para atender as demandas das
industrias.

Nos Ultimos anos no Brasil, tem sido observada importante incidéncia de fungos
causadores de graos ardidos na cultura do milho, sendo os principais Fusarium verticillioides
e Stenocarpella maydis, causadores de podriddo de colmo e espiga. O grau de danos causados
por estes patdgenos depende de fatores biodticos, como a intensidade da infeccdo ou da
infestacdo por fungos antes da colheita e de patdgenos existentes nos restos culturais, de
fatores abidticos, como os danos mecénicos causados principalmente durante a colheita,
secagem e beneficiamento, e também das condi¢bes do armazenamento (PINTO, 1998).

O género Fusarium pode ser encontrado nos restos culturais, nas mais diversas regides
geogréficas do mundo, especialmente em locais de climas tropicais e subtropicais. Esse fungo
é capaz de sobreviver por longos periodos no solo pela formacdo de estruturas chamadas
clamiddsporos, podendo colonizar ramos, folhas, inflorescéncias e frutos através de seus
conidios que sdo disseminados pelo ar ou pela dgua. A disseminacdo do patégeno pode
ocorrer através da agua de irrigacdo e uso de implementos agricolas que contenham
propagulos de solo contaminado pelo fitopatégeno (DAVIS et al. 2006).

Os fungos S. macrospora e S. maydis sdo considerados microrganismos necrotréficos
e apresentam uma fase parasitica na planta e outra como sapréfita nos restos culturais. Desta
forma, podem facilmente ser encontrados em sementes ou grdos, fora do periodo de cultivo,
na forma de micélio (McGEE, 1988; CASA 1997).

A incidéncia destes fungos nos grdos normalmente ocorre pela infeccdo natural da
espiga no campo, favorecida por clima umido e quente na fase de polinizacdo e mau
empalhamento. Danos externos causados por insetos servem de porta de entrada para o
patogeno. O excesso de chuvas ap0s a maturidade fisioldgica, 0 manejo da lamina de agua de
irrigacéo e o0 manejo dos restos de cultura também interferem na incidéncia destes fungos em
sementes e graos (SHURTLEFF, 1992; AGRIOS, 1997; PINTO, 1998)

Os fungos causadores de podriddo de espigas e de grdos ardidos atuam de forma

deletéria na qualidade dos gréos. S&o aceitaveis os valores maximos de 2% de gréos ardidos
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para a exportacdo e de 6% para a comercializagdo no mercado interno (MENEGAZZO,
2001).

Apos a infeccdo dos grdos pelos fitopatdgenos, pode haver a producdo em altas
concentracdes de micotoxinas por Fusarium verticillioides e Stenocarpella maydis. Quando
estes compostos toxicos sdo produzidos em associacdo com os alimentos, racdo animal e
forragens, os metabdlitos toxicos podem ser ingeridos pelo homem e animais, provocando as
micotoxicoses (MOSS, 1991).

Portanto, o entendimento dos mecanismos de defesa e resisténcia da planta de milho
contra F. verticillioides e Stenocarpella maydis constitui um fator importante para que 0s
melhoristas possam desenvolver estratégias de selecdo mais eficientes visando obter
gendtipos superiores e com alto nivel de resisténcia a esta doenca. Esses mecanismos sao
multicomponentes e apresentam uma complexidade funcional, espacial e temporal, atuando
de maneira coordenada (PASCHOLATI e LEITE, 1995). O reconhecimento de sinais
exogenos, provenientes do patdgeno, pelo hospedeiro resulta em extensa reprogramacédo do
metabolismo celular vegetal envolvendo um grande numero de genes, 0s quais serao
induzidos ou fortemente expressos (WALTERS et al. 2007).

Conforme Durrant e Dong (2004), a resisténcia sisttmica adquirida (RSA),
caracteriza-se pela expressdo de genes relacionados com a producdo de proteinas PR
(relacionadas com a patogénese), consideradas como importantes fatores na resisténcia de
plantas a diversas classes de fitopatdgenos, incluindo fungos, bactérias, virus e oomicetos

Entre essas enzimas, estdo as lipoxigenases, as peroxidases, a fenilalanina amonia-
liase, as B-1,3-glucanases e as quitinases (BAYSAL et al. 2003).

Neste contexto, o entendimento da expressao de genes ligados a qualidade sanitaria de
sementes € fundamental para o desenvolvimento de novas cultivares com tecnologias que
garantam a producédo e a comercializacdo de graos que atendam a caracteristica de qualidade

sanitaria.

Objetivo Geral
Avaliar a produgdo, os sintomas de podriddo em espigas e em grdos de hibridos de milho com
diferentes niveis de resisténcia aos fungos que causam grdos ardidos e avaliar a expressdo génica em

graos quanto a resisténcia a graos ardidos.

Objetivos Especificos
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Avaliar a producdo de gréos, os sintomas de podriddo de espigas e grdos em hibridos de
milho;

Analisar a expressao de proteinas resistentes ao calor em graos de hibridos de milho;

Avaliar pelo teste de sanidade (blotter test) a incidéncia e severidade dos fungos Fusarium
verticillioides e Stenocarpella maydis em graos hibridos de milho;

Avaliar a expressdo génica em grédos de hibrido de milho associada & caracteristica de gréos
ardidos.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Importancia econémica do milho

O Brasil ocupa o terceiro lugar na produ¢do mundial de milho, atras dos Estados
Unidos, que detém 40% da producdo mundial, seguido pela China. O milho é o principal
cereal produzido no Brasil, cultivado em uma &rea com mais de 17.346,5 mil hectares, com
producdo de aproximadamente 93.835,7 mil toneladas de graos e produtividade média de 5,4
mil quilos por hectare (CONAB, 2017). As exportacdes de fevereiro a maio de 2017
totalizaram um volume de 1,2 milh&o de toneladas, restando 24,8 milhdes de toneladas como
estimativa para embarques até janeiro de 2018. O Brasil, que tem sido o segundo exportador
global atrds dos EUA, atingiram 26 milhdes de toneladas de grdos de milho, alta de mais de
50 por cento em relacdo as safras 2015/2016, quando o pais lidou com uma severa quebra de
safra.

Segundo os dados mundiais do 11° levantamento do Departamento de Agricultura dos
Estados Unidos (USDA), a previsao realizada para a producdo mundial de grdos de milho
para a safra 2017/18 foi de 1,042 bilhdes de toneladas. O volume estimado para 0 consumo
global foi de 1,074 bilhdes de toneladas, o que corresponde a um recorde. Ja para 0s estoques
mundiais do cereal houve reducdo de 14,1% em relacdo a Gltima safra, sendo estimados em
199,2 milhdes de toneladas. Quanto as exportacGes, 0s embarques foram estimados em 155,9
milhGes de toneladas. O resultado de exportacfes representa uma queda de 2,4 % em relacdo a
safra 2016/17 (FIESP, 2018).

No Brasil tem sido observado aumento da produtividade de grdos de milho, em fungéo
da crescente adocgédo de tecnologias nesta cultura, pelos agricultores. Estas tecnologias estdo
associadas a utilizacdo de hibridos com maior potencial produtivo de grdos com alta qualidade
e tratos culturais recomendados a cultura.

No entanto, além de altas produtividades tem sido observada crescente demanda por
grdos com boa qualidade sanitaria. Sabe-se que alguns fungos a exemplos de Fusarium
verticillioides e Stenocarpella maydis, que produzem micotoxinas, podem comprometer a
qualidade de grdos o que pode até mesmo inviabilizar a comercializacdo destes para a

industria.
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2.2 Sementes como fonte de disseminacéo de patdgenos

Um dos meios mais eficientes de disseminacdo de patdgenos a grandes distancias e de
sua introducdo em novas areas de cultivo de milho é a semente. Esses patdgenos incluem os
fungos, as bactérias e os virus (PINTO, 1998).

O grau de danos causados pelos patdgenos depende de fatores bidticos, como a
intensidade da infeccdo ou da infestacdo por fungos antes da colheita e de patdgenos
existentes nos restos culturais, de fatores abioticos, como o0s danos mecénicos causados
principalmente durante a colheita, secagem e beneficiamento, e também das condic¢Ges do
armazenamento (PINTO, 1998).

Sendo assim, as sementes de modo geral podem abrigar e transportar microrganismos
ou agentes patogénicos de todos 0s grupos taxondmicos, causadores e ndo causadores de
doencas. Do ponto de vista ecoldgico, esses agentes podem ser agrupados em organismos de
campo, onde predominam espécies fitopatogénicas, e organismos de armazenamento, com
pequeno nimero de espécies que deterioram os graos nesta fase (BRASIL, 2009).

Os fungos englobam o maior numero de espécies associadas a gréos, seguidos pelas
bactérias, com um ndmero expressivo de representantes e 0s virus e nematoides, em menor
nimero. E comum a maioria dos fungos fitopatogénicos ser transmitidos pelos gréos
(BRASIL, 2009).

Dentre as doencas que afetam a producdo e qualidade de sementes e grdos de milho
destacam-se as podridfes de espiga, as quais estdo associadas a incidéncia de graos ardidos
(PINTO, 2005; CASELA et al., 2006).

Em milho é considerado como ardido o grdo fermentado em mais de ¥ de sua area
total. Para a mensuracdo visual da area atingida é considerado grdo fermentado ou ardido, o
grdo alterado em sua cor ou visivelmente fermentado em toda area do germe e mais quaisquer
partes do endosperma. O conceito fermentado até ¥, considera o grdo que apresentar pontos
de coloragdo escura, de qualquer tamanho, desde que sejam visiveis a olho nu, em até ¥ da
area do grdo (MAPA, 1996).

As perdas relacionadas aos gréos ardidos podem ser quantitativas (grdos de menor
peso) e qualitativas (relacionadas com a qualidade nutricional dos grdos) (PINTO, 2007). As
perdas qualitativas associadas aos grdos ardidos sdo motivo de desvalorizacdo do produto
(MENDES, 2009).

A ocorréncia de grdos ardidos constitui um dos principais problemas de qualidade
sanitaria do milho, devido a possibilidade dos fungos como Fusarium verticillioides e

Stenocarpella maydis produzirem compostos toxicos, denominados de micotoxinas, tais como
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aflotoxinas, fumonisinas, entre outras. Quando estes compostos toxicos sdo produzidos em
associacdo com os alimentos, racdo animal e forragens, os metabdlitos toxicos podem ser

ingeridos pelo homem e animais, provocando as micotoxicoses (MOSS, 1991).

2.3 Caracteristicas morfoldgicas e taxonémicas de Fusarium verticilliodes e Stenocarpella
maydis

Os principais agentes da doenga em termos de podriddo no colmo e na espiga sao:
Fusarium verticillioides (Sacc.) Nirenberg (sinénimo F. moniliforme Sheldon, telemorfico
Gibberella moniliformis Wineland), Fusarium graminearum (Schw), Stenocarpella maydis
(Berk.) Sutton [Sin. Diplodia maydis (Berk.) Sacc.; D. Zeae (Schw.) Lev.] e Stenocarpella
macrospora (Earle( Sutton [Sin. D. macrospora Earle in Bull.]. Esses fungos reduzem o
rendimento das culturas e depreciam a qualidade do produto devido a producdo de toxinas
(EDDINS, 1930; PROZESKY et al. 1994; MUNKVOLD e DESJARDINS, 1997,
DORRANCE et al. 1998; ROSSOUW et al. 2002a; GUTIERREZ, 2008) e sdo encontrados
em residuos de plantas em quase todos os campos de milho apés a colheita (WHITE, 1999).

O género Fusarium pode ser encontrado nos restos culturais, nas mais diversas regides
geogréficas do mundo, especialmente em locais de climas tropicais e subtropicais. Esse fungo
é capaz de sobreviver por longos periodos no solo pela formacdo de estruturas chamadas
clamiddsporos, podendo colonizar ramos, folhas, inflorescéncias e frutos através de seus
conidios que sdo disseminados pelo ar ou pela dgua. A disseminacdo do patdgeno pode
ocorrer através da agua de irrigacdo e uso de implementos agricolas que contenham
propagulos de solo contaminado pelo fitopatégeno (DAVIS et al. 2006).

Esse género exibe alto grau de diversidade em relacdo aos atributos morfolégicos,
fisiolégicos e ecoldgicos e ndo é surpreendente que representantes desse género ocorram na
maioria dos nichos ecoldgicos nas mais diversas regides geograficas do mundo (BURGESS et
al. 1997). Admite-se que, desde 1900, aproximadamente 1.000 espécies de Fusarium foram
descritas, a maioria pelo exame das suas estruturas (esporodoquios), diretamente nos
hospedeiros ou substratos naturais, o que levou que muitas dessas espécies fossem sinonimias,
tendo em vista a importante variabilidade do Fusarium em diferentes ambientes e substratos
(BURGESS et al., 1994).

Por meio de estudos tem sido observado que o patdgeno F. verticillioides é o fungo
mais frequente em grdos de milho recém colhidos, com niveis de contaminacao de até 100%.
No Brasil, algumas espécies do género Fusarium foram isoladas de grdos de milho e outras

partes das plantas procedentes de varios Estados brasileiros, com predominancia do F.
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verticillioides. (ASEVEDO et al. 1994; POZZI et al. 1995; ORSI et al. 2000; SILVA et al.
2001; RIBEIRO et al. 2005; NERBASS et al. 2008).

E sabido que F. verticillioides tem a capacidade de transmitir-se para as espigas de
forma sistémica a partir de sementes (WILKE et al., 2007).

Os hospedeiros mais comuns de F. verticillioides sdo Zea mays e o Sorghum sp e para
a identificacdo das estruturas fungicas deve-se observar: micélio esbranquicado, levemente
pigmentado de purpura, ou branco-alaranjado; colénias bem desenvolvidas sobre as sementes,
as vezes com aparéncia floculosa. Por vezes, o crescimento micelial é acompanhado pela
formacdo de pionodes (massa mucosa) de tamanho e superficies irregulares, coloragdo laranja
a vermelho pdrpura. Sob alta resolucdo, cadeias de microconidios simples, ou ramificadas,
longas ou curtas; as vezes com pequenas agregacdes de microconidios sdo visualizadas.
Cadeias de microconidios sdo mais frequentes em coldnias pouco desenvolvidas.
Macroconidios, quando formados em pionodes, sdo fusiformes, afilados, parede delicada,
tamanho 25-60 x2,5-4,0 um e com 3-7 septos . Microconidios, mais frequentes em cadeias,
sdo hialinos, unicelulares, em geral com a base achatada, tamanho 5-12 x 1,5-2,5um
(BRASIL, 2009).

Os agentes causadores da podriddo do colmo e espigas de milho, Stenocarpella maydis
e Stenocarpella macrospora, sdo fungos que pertencem ao phyllum Ascomicota, classe
Ascomicetes, ordem Dothideales, a familia Botryosphaeriaceae e ao género Botryosphaeria
(DENMAN et al. 2000; BURGESS et al. 2001 e 2003; VAN NIEKERK et al. 2004), embora
a fase sexuada ainda ndo tenha sido relatada para nenhuma das espécies de Stenocarpella. S.
macrospora e S. maydis apresentam picnidios subepidérmicos, globosos ou alongados, com
coloracdo marrom-escura a preta, paredes grossas, diametro de 150 a 300 um e um ostiolo
protuberante papilado. Os conidiéforos sdo usualmente ausentes. Apresentam células
conidiogéncias enteroblasticas, fialidicas, cilindricas, variando de 10 a 20 x 2 a 3 um,
formadas nas células internas da parede do picnidio. Os conidios sdo pardo-oliva a pardos,
cilindricos, fusiformes, retos a ligeiramente curvados, medindo 15 a 34 x 5 a 8 um,
bicelulados, comumente com um septo (SUTTON e WATERSTON, 1966; SUTTON, 1980).
A distincdo morfoldgica das duas espécies se baseia no tamanho dos conidios, sendo que, 0s
conidios de S. macrospora (44-82 x 7,5-11,5 um, com 1 a 3 septos) sdo de 2 a 3 vezes
maiores que os conidios de S. maydis (SUTTON e WATERSTON, 1966; SUTTON, 1980).
Zea mays € 0 hospedeiro mais comum para as duas espécies de Stenocarpella (BRASIL,
2009).
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O fungo S. maydis foi descrito pela primeira vez, em 1884, como Diplodia maydis, nos
Estados Unidos (SACCARDO, 1944). Desde entdo, foi relatado em todas as regides
produtoras de milho (SUTTON E WATERSTON, 1966; FARR et al. 1989). No Brasil, 0
primeiro relato da ocorréncia de mancha foliar em milho, causada pelo fungo S. macrospora,
foi realizado por Johann (1935), no estado de S&o Paulo e o segundo foi na Bahia por Ram et
al (1973).

Os fungos S. macrospora e S. maydis sdo considerados microrganismos necrotroficos
e apresentam uma fase parasitica na planta e outra como saproéfita nos restos culturais. Desta
forma, podem facilmente ser encontrados em sementes ou gréos, fora do periodo de cultivo,
na forma de micélio (McGEE, 1988; CASA 1997). Apo6s a colheita, picnidios e
conidiosporos, presentes nos colmos, palha da espiga, sabugo e grdos remanescentes, podem
ser facilmente encontrados nas lavouras de milho (SMITH e WHITE, 1988; REIS e CASA,
1996). Estudos sobre doengas de milho e sua relacdo com as sementes, realizados por McGee
(1988), mostraram que S. maydis veiculado por sementes pode ser transmitido a plantula. Esse

autor concluiu que as sementes infectadas constituem importante fonte de indculo primario.

2.4 Doencas causadas por Fusarium verticillioides e Stenocarpella maydis

Ultimamente, devido as moléstias patogénicas terem se tornado uma importante
ameaca aos campos de producdo, na maioria dos programas de melhoramento tem-se
investido na busca de genotipos com alta produtividade e elevada resisténcia em condicdes de
campo.

As sementes e grdos de milho estdo sujeitos a danos por fungos no campo de
producdo, durante o periodo de armazenamento e pelos fungos presentes no solo. As sementes
ou grdos podem ser infestadas ou infectadas por estes patdgenos, sendo que, na infestacdo, os
fungos se localizam externamente, em sua na superficie, enquanto que na infec¢cdo eles se
localizam nos tecidos internos: endosperrna e embrido (PINTO, 1998).

A incidéncia destes fungos nos grdos normalmente ocorre pela infecgdo natural da
espiga no campo, favorecida por clima umido e quente na fase de polinizagdo e mau
empalhamento. Danos externos causados por insetos servem de porta de entrada para o
patogeno. O excesso de chuvas apos a maturidade fisioldgica, 0 manejo da lamina de 4gua de
irrigacéo e o manejo dos restos de cultura também interferem na incidéncia destes fungos em
sementes e graos (SHURTLEFF, 1992; AGRIOS, 1997; PINTO, 1998)

As condicGes ambientais sdo a juncdo de fatores previsiveis e imprevisiveis que tém

elevada influéncia na interacéo patdgeno x hospedeiro, em que, quando a umidade relativa e a
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temperatura atmosférica do ar e do solo, a altitude da area e a intensidade pluviométrica séo
favoraveis ao desenvolvimento dos fitopatdgenos, a intensidade da severidade das doencas da
cultura seré elevada (BOREM; MIRANDA, 2013).

2.4.1 Podridao Rosada da Espiga

A podriddo rosada da espiga é causada por Fusarium verticillioides e apresenta
elevado nimero de plantas hospedeiras alternativas, sendo, por isso, considerados parasitas
ndo especializados. As condi¢cdes ambientais que favorecem o desenvolvimento do fungo séo
temperaturas em torno de 30° C e altitudes abaixo de 700 m (SILVA e SCHIPANSKI, 2006).

A infeccdo pode se iniciar pelo topo ou por qualquer outra parte da espiga, mas sempre
¢ associada a alguma injdria (insetos, passaros e roedores) (PEREIRA, 1997). Com o
desenvolvimento da doenca, uma massa cotonosa avermelhada pode recobrir os graos
infectados ou a &area da palha atingida. Quando a infeccdo ocorre através do pedunculo da
espiga, todos os graos podem ser infectados, mas a infeccdo so se desenvolvera naqueles que
apresentarem alguma injuria no pericarpo. O desenvolvimento desses fungos nas espigas é
paralisado quando o teor de umidade dos grdos atinge 18 a 19% (REIS, CASA, 2004).
Embora esses fungos sejam frequentemente isolados das sementes, essas ndo sdo a principal
fonte de indculo. Como esses fungos possuem a fase saprofitica ativa, clamiddsporos
sobrevivem e se multiplicam nos restos de cultura de milho, sendo essa a fonte principal de
indculo (PINTO et. al. 2005).

A podridao de espigas causada pelos fungos F. verticillioides, no milho, em funcéo da
amplitude geogréafica de ocorréncia deste patdgeno e da baixa tolerancia na comercializacao
dos grédos infectados, € considerada a doenca que causa maior impacto econdmico nesse
cereal em todo o mundo (VAN EGMOND et al. 2007; REID et al. 2009) e com 0 aumento
das temperaturas médias globais registradas nos ultimos anos, espera-se que 0s danos dessas
doencas sejam potencializados, sobretudo em regides com climas amenos (MESTERAZY et
al. 2012).

2.4.2 Podridao Branca da Espiga

A podriddo branca da espiga € causada pelos fungos Stenocarpella maydis e
Stenocarpella macrospora (WHITE, 1999). As espigas infectadas apresentam os graos de cor
marrom, de baixo peso e com crescimento micelial branco entre as fileiras de grdos. No
interior da espiga ou nas palhas das espigas infectadas, ha a presenca de numerosos picnidios,
que séo as estruturas de frutificagdo do patdgeno. Uma caracteristica peculiar entre as duas

espécies de Stenocarpella é que apenas a S. macrospora ataca as folhas do milho
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(MARASAS, VAN DER WESTHUIZEN, 1979). A precisa distingdo entre estas espécies so €
possivel mediante analises microscopicas.

A alta umidade e temperaturas acima de 25°C favorecem a liberacdo dos conidios dos
picnidios produzidos no colmo. Esses conidios sdo transportados pelo vento, chuva e por
insetos, até a base dos colmos, folhas e espigas (SILVA e SCHIPANKI, 2006). Os esporos ou
conideos desses fungos sobrevivem em clamiddsporos, estruturas de resisténcia, nos restos de
cultura, além de nas sementes na forma de esporos e de micélio dormente, sendo essas as
fontes primarias de inoculo para a infeccdo das espigas (McGEE, 1988). A infeccdo pode se
iniciar em qualquer uma das extremidades das espigas. Entretanto, as espigas mal empalhadas
ou com palhas frouxas ou que ndo se dobram ap6s a maturidade fisioldgica sdo as mais
suscetiveis. A alta precipitacdo pluviométrica na época da maturacdo dos grdos favorece o
aparecimento dessa doenca. A evolucdo da podriddo praticamente cessa quando o teor de
agua dos graos atinge 21 a 22% (PINTO et. al. 2005).

2.5 Micotoxinas

Um dos entraves para a exportacdo e na cotacdo de precos é a qualidade dos grdos
produzidos. Os fungos causadores de podridao de espigas e de grdos ardidos atuam de forma
deletéria na qualidade dos grdos. Sao aceitaveis os valores maximos de 2% de graos ardidos
para a exportacdo e de 6% para a comercializagdo no mercado interno (MENEGAZZO,
2001).

O milho é um dos cereais mais predispostos a contaminacgédo por fungos toxigénicos e
ao acimulo de micotoxinas nos grdos (HERMANNS et al. 2006).

A infeccdo dos gréos de milho por fungos toxigénicos pode ocorrer tanto no campo
guanto no armazenamento. Assim, as praticas culturais adotadas pelos produtores tém efeito
direto, ou indireto, favorecendo, ou ndo, a infeccdo dos grdos por fungos toxigénicos e o
acumulo de micotoxinas (MARQUES et al. 2009; PALACIN et al. 2006).

Estes fungos trazem importantes prejuizos, como perda da producéo e qualidade dos
grdos, além de poderem produzir micotoxinas, que sao substancias que causam efeitos tdxicos
agudos ou crénicos em animais e humanos (SILVA et al. 2008).

As micotoxinas sdo metabdlitos toxicos resultantes do metabolismo secundarios de
uma variedade de fungos, especialmente o0s pertencentes aos géneros Fusarium spp.,
Aspergillus spp. Stenocarpella ssp., e Penicillium spp.. Esta contaminagdo pode tornar os
grdos improprios para o consumo, resultando em perdas econémicas e elevados riscos a saude
(HERMANNS et al. 2006; PASTER; BULLERMAN, 1988).
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Dentre as micotoxinas existentes, as fumonisinas produzidas pelo fungo Fusarium spp.
foram inicialmente descritas e caracterizadas na década de oitenta (Bezuidenhout et al. 1988;
Gelderblom et al. 1988).

As fumonisinas sdo moléculas estruturalmente relacionadas e, até o ano de 2002,
dezesseis foram isoladas e caracterizadas: Fumonisina B; (FB;1), FB,, FB3, FB4, A1, Ay, As,
AKj, Cy, Cs, Cy4, Py, Py, P3, PH;a, PHib (MUSSER e PLATTNER, 1997; AH-SEO e WON
LEE, 1999).

Do grupo de fumonisinas, a B; (FB1) € a substancia mais abundante e mais toxica,
representando cerca de 70% da contaminacdo total dos alimentos e ragdes (SYDENHAM et
al. 1991; THIEL et al. 1991; MALLMANN et al. 2001). A primeira descricdo sobre a
ocorréncia natural de FB; foi realizada por Sydenham et. al. (1990) a partir de grdos de milho
mofados colhidos em uma area em Transkei, Sul da Africa, que apresentava alta incidéncia de
cancer de esdfago em humanos.

As fumonisinas causam leucoencefalomaléacia em equinos (LEME) (MARASAS et al.
1988), edema pulmonar e hidrotérax em suinos (HARRINSON et al. 1990), hepatotoxicidade
e hepatocarcinogenicidade em ratos (GELDERBLOM et al. 1991), provavel cancer de
es6fago em humanos (SYDENHAM et al. 1990) e leucoencefalomalacia em coelhos (BUCCI
et al. 1996).

A prevencao contra a infec¢do dos gréos ou sementes de milho por fungos promotores
de grdos ardidos deve levar em consideracdo um conjunto de medidas: a) ndo colher espigas
de plantas tombadas; b) realizacdo de rotacdo de culturas com espécies de plantas nao
suscetiveis; c) interrup¢do do monocultivo do milho; d) promocdo do controle das plantas
daninhas hospedeiras dos fungos do género Fusarium; e) uso de sementes de alta qualidade
sanitaria; f) ndo utilizar altas densidades de plantio; g) utilizacdo de cultivares de milho com
espigas que dobram para baixo apds a maturidade fisioldgica dos gréos; h) ndo colher espigas
atacadas por insetos, passaros e roedores €; i) utilizacdo de cultivares de milho mais resistente
aos fungos (PINTO, 2005).

De maneira geral, a resisténcia é a mais indicada dentre as estratégias de manejo
sustentavel frente a acdo infecciosa dos organismos fitopatogénicos que acometem danos a

cultura do milho, bem como as demais culturas de interesse agronémico.

2.6 Mecanismos de resisténcia a estresse biotico
O entendimento dos mecanismos de defesa e resisténcia da planta de milho contra F.

verticillioides e Stenocarpella maydis constitui um fator importante para que os melhoristas
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possam desenvolver estratégias de selecdo mais eficientes visando obter genotipos superiores
e com alto nivel de resisténcia a esta doenca. Esses mecanismos sdo multicomponentes e
apresentam uma complexidade funcional, espacial e temporal, atuando de maneira
coordenada (PASCHOLATI e LEITE, 1995). O reconhecimento de sinais exdgenos,
provenientes do patdgeno, pelo hospedeiro resulta em extensa reprogramacao do metabolismo
celular vegetal envolvendo um grande numero de genes, os quais serdo induzidos ou
fortemente expressos (WALTERS et al. 2007).

A resisténcia é definida como a habilidade de alguns acessos de uma espécie de planta
sabidamente hospedeira de um patdgeno de suprimir, reduzir ou retardar as injarias e danos
causados por este patdgeno. A resisténcia é caracterizada pela sua natureza dindmica e
coordenada, onde efetividade depende da expressao dos seus mecanismos em uma sequéncia
I6gica, apds o contato do patdégeno em potencial com o hospedeiro. Mostra-se como um
sistema multicomponente, onde o nivel de resisténcia resulta da somatoria das contribuicoes
individuais de diferentes mecanismos de resisténcia (PASCHOLATTI e LEITE, 1995).

O termo raca fisioldgica vem sendo utilizado para descrever os patdogenos da mesma
espécie, morfologicamente semelhantes e com mesma viruléncia. Patdgenos de distintas racas
fisiologicas apresentam diferentes niveis de viruléncia (KIMATI et al, 1997).

Segundo Bueno et al. (2001) as racas fisioldgicas sdo identificadas ou diferenciadas
pela reacdo que causam num grupo selecionado do hospedeiro cujos componentes séo
denominados variedades diferenciadoras. Em geral existem apenas dois tipos de reacdo:
resisténcia e susceptibilidade. E muito importante para o melhorista conhecer as racas
fisioldgicas das principais doencas na cultura que ele esta trabalhando. O aparecimento ou
introducdo de novas racas de um patdgeno pode “quebrar” a resisténcia de uma cultivar a
determinada doenca.

A resisténcia pode ser classificada de acordo com sua efetividade contra racas do
patdégeno. Segundo Van Der Plank (1963), existem resisténcias que sdo efetivas contra
algumas ragas do patdgeno e resisténcias que sao efetivas contra todas as racas. No primeiro
caso, temos a resisténcia vertical ou qualitativa, ao passo que no segundo caso temos a
resisténcia horizontal ou quantitativa. O controle genético, na maioria dos casos, a resisténcia
qualitativa é do tipo monogénica enquanto a resisténcia quantitativa € do tipo poligénica.
Durabilidade, de forma geral, a resisténcia qualitativa é de curta duracdo, pois os patdégenos
tém capacidade de quebra-la, quando aparecem ou séo introduzidas novas racgas para as quais

as cultivares ndo tem resisténcia. Ja a resisténcia quantitativa parece ser mais duravel, pois ela
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se mantém mesmo com o aparecimento de novas ragas do patdégeno (BESPALHOK, et al
2007).

A resisténcia qualitativa, por ser efetiva apenas contra algumas racas do patdgeno, age
no sentido de reduzir a quantidade de indculo inicial, fazendo com que o inicio da epidemia
seja atrasado. Ja a resisténcia quantitativa, reduz a taxa de desenvolvimento da doenca, sem
afetar significativamente o inoculo inicial (KIMATI et al, 1997).

A resisténcia quantitativa esta presente em maior ou menor grau em todas as espécies
de hospedeiros. Os genes que determinam este tipo de resisténcia ndo sdo especificos, mas
sim genes que normalmente existem em plantas sadias, regulando os processos fisiol6gicos
normais. A resisténcia quantitativa tende a ser perdida quando as culturas séo melhoradas para
resisténcia qualitativa, ou quando elas sdo melhoradas sobre protecdo de agroquimicos.
Consequentemente, a maioria das cultivares modernas tem uma resisténcia quantitativa
consideravelmente menor que as cultivares de 1900s (BESPALHOK, et al 2007).

Em muitos casos, a resisténcia € determinada por poucos genes que apresentam
heranca simples. No entanto, essa ndo é a regra. A resisténcia € na maioria das vezes
poligénicas ou de carater quantitativo, envolvendo uma séria de genes, com efeitos
diferenciados, associados a um pronunciado efeito ambiente, o que leva a uma variacao
fenotipica continua na reacdo do hospedeiro (ALZATE-MARIN et al. 2005).

No estudo sobre a variabilidade genética de patégenos e resisténcia a culturas, Casela
(2003) afirma que a resisténcia genética de plantas a doencas tem sido um dos principais
pilares de sustentacdo da agricultura. Essa estratégia é, a0 mesmo tempo, 0 meio mais
eficiente, econdbmico e seguro, do ponto de vista ambiental, de se controlar doencas de
plantas. Durante a interacdo patdgeno-hospedeiro ocorre a ativagdo do sistema de defesa da
planta por varios meios, resultando na producdo de substancias toxicas aos patdgenos,
impedindo o estabelecimento destes.

Alguns compostos produzidos pelas plantas possuem agdo antimicrobiana, enquanto
outros restringem o desenvolvimento de patdgenos pela formacdo de barreiras estruturais
(OLIVEIRA et al., 2001).

Durrant e Dong (2004) afirmaram que a resisténcia sistémica adquirida (RSA)
caracteriza-se pela expressdo de genes relacionados com a producdo de proteinas PR
(relacionadas com a patogénese), consideradas como importantes fatores na resisténcia de
plantas a diversas classes de fitopatdgenos, incluindo fungos, bactérias, virus e oomicetos. Os

genes envolvidos nas diferentes rotas de sintese de substancias de defesa, assim como as
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interacOes entre as rotas envolvendo o acido salicilico (AS) e &cido jasmonico/etileno, tém
importancia significativa no processo de sinalizacdo que leva a RSA.

A funcdo imunoldgica tem sido conceitualmente dividida em imunidade inata e
imunidade adaptativa. A imunidade inata representa uma resposta rapida e estereotipada a um
nimero grande, mas limitado, de estimulos. E representada por barreiras fisicas, quimicas e
bioldgicas, células especializadas e moléculas soltveis, presentes em todos os individuos,
independentemente de contato prévio com imun0genos ou agentes agressores, e ndo se altera
qualitativa ou quantitativamente apds o contato (MEDZHITOV e JANEWAY, 2000).

As principais células efetoras da imunidade inata sdo: macrofagos, neutrofilos, células
dendriticas e células Natural Killer — NK. Fagocitose, liberacdo de mediadores inflamatérios,
ativacdo de proteinas do sistema complemento, bem como sintese de proteinas de fase aguda,
citocinas e quimiocinas sdo 0s principais mecanismos na imunidade inata. Esses mecanismos
sdo ativados por estimulos especificos, representados por estruturas moleculares de ocorréncia
ubi- qua em micro-organismos, mas que nao ocorrem na espécie humana. Moléculas tais
como lipopolissacarideos, residuos de manose e acidos teicoicos, comumente encontradas na
superficie de microorganismos, constituem Padrdes Moleculares Associados a Pat6genos
(PAMPs) e ativam a resposta imune inata, por interagdo com diferentes receptores conhecidos
como Receptores de Reconhecimento de Padrdes (RRP), dentre os quais a familia dos
receptores Toll-like (TLRs) (MEDZHITOV, PRESTON-HURLBURT e JANEWAY, 1997).
Essa interacdo é semelhante a complementaridade entre antigeno e anticorpo ou entre
antigeno e receptor de linfocitos T (TCR), mas, nesse caso, ndo ha diversidade nem
capacidade adaptativa para a geracdo de novos receptores ou reconhecimento de novos
padrGes moleculares que ndo aqueles ja programados no codigo genético.

Entre os varios RRPs envolvidos em opsonizacdo, ativacdo de complemento e
fagocitose, os TLRs se destacam por seu papel central na ligacdo a patdgenos e iniciacdo da
resposta inflamatoria. Esses receptores estdo presentes principalmente em macréfagos,
neutrofilos e células dendriticas (DCs). Atualmente, 11 diferentes TLRs ja foram
identificados, alguns localizados na membrana celular, outros no interior das células
(JANEWAY e MEDZHITOV, 2002). Outros receptores presentes em fagocitos, com
importante papel na resposta imune, sdo aqueles para fragdes do complemento, citocinas,
interleucinas e imunoglobulinas (tipo FcyR) (ABBAS ¢ LICHTMAN, 2003).

Segundo Alzate-Marin et al. (2005), no manejo integrado de doencas e pragas, uma
das estratégias preconizadas é o uso de cultivares resistentes. Estas normalmente sao

desenvolvidas pela transferéncia de alelos de resisténcia de fontes exoticas e, muitas vezes,
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ndo adaptadas, para cultivares elite. Essa estratégia vem sendo usada com sucesso, em
programas de melhoramento, h& varias décadas. Devido a co-evolugdo entre hospedeiro e
patdgeno e o0 consequente surgimento de novas racas, as cultivares resistentes necessitam ser
continuamente desenvolvidas. Essa é uma situacdo que faz parte da dindmica da interacao
planta-patdgeno e que precisa ser compreendida pelo melhorista.

A comparacdo entre perfis contrastantes como gendtipos sob condicBes diferentes de
estresse, por meio da analise da expressdo génica, pode auxiliar na identificacdo dos genes

responsaveis pelo mecanismo bioldgico em estudo (MEYERES et al. 2004).

2.7 Protebmica

Sendo um produto direto da expressdo de genes, as proteinas exibem um consideravel
polimorfismo, que se baseia no fato de que esses produtos sdo codificados por diferentes
sequéncias de nucleotideos. Assim, os perfis eletroforéticos das proteinas possuem uma base
genética e sdo herdaveis (MURPHY et al. 1990).

Tem-se sugerido que as proteinas LEA (“Late Embryogeneses Accumulated”), ou em
portugués, Proteinas Abundantes na Embriogenese Tardia, podem ligar ions e agua, podendo
ainda estar associadas aos agucares, controlando a taxa de perda de 4gua e mantendo, assim, a
viabilidade das sementes ortodoxas no estado seco (WALTERS et al. 1997; PAMMENTER e
BERJAK, 1999). Por sua natureza hidrofébica, essas proteinas sdo capazes de inibir a
denaturacdo de macromoléculas e estabilizar estruturas intracelulares sob condigcdes de
estresse, incluindo estresse hidrico severo (BLACKMAN et al. 1995; CLOSE, 1997).

A maioria delas pertence a familia das "hidrofilinas", um grupo de proteinas altamente
hidrofilicas, intrinsecamente desestruturadas (IUP - intrinsically unstructured proteins),
caracterizadas por uma composicdo de aminoacidos enriquecidas em glicina e outros
pequenos residuos que favorecem uma conformacdo flexivel em solucdes aquosas
(MCCUBIN et. al. 1985; GARAY-ARROYO et. al. 2000). Embora essas caracteristicas
fisico-quimicas sejam generalizadas para a maioria das proteinas resistentes ao calor, PRC, as
diferengas em suas sequéncias de aminoacidos revelam em pelo menos sete grupos
(BATTAGLIA et al. 2008; HUNDERTMARK e HINCHA, 2008).

Muitos autores tém descrito sobre a inducdo de sintese de proteinas PRC em tecidos
vegetativos de varias espécies de plantas sob condicdes de déficit de agua impostas pelo meio
ambiente ou acumuladas como parte de um programa de desenvolvimento em estruturas ou
estadios tolerantes a dessecacdo (BATTAGLIA et al. 2008; SHIH et. al. 2008). Propriedades

fisico-quimicas dessas proteinas podem servir como for¢a motriz para selecionar proteinas
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capazes de preservar e manter funcdes celulares durante o ciclo de vida dos organismos a
partir dos efeitos deletérios causados por mudancas na disponibilidade de agua (GARAY-
ARROYO et. al. 2000; OLVERA-CARRILLO et. al. 2010). Embora alguns mecanismos
tenham sido propostos, € muito pouco conhecido sobre como eles desempenham suas
funcdes. Portanto, a estabilidade, propriedades fisicas e abundancia em organismos que
toleram a desidratacdo sugerem um importante papel de PRC em tolerdncia a dessecagdo
(BLACKMAN et al. 1991). O papel de proteinas em tolerancia a dessecacdo deve-se a sua
habilidade para atrair moléculas de dgua, mantendo o ambiente local enriquecido de agua ou
de alguma forma até substituindo a &gua (BEWLEY e BLACK, 1985).

A dessecacdo de sementes ou grdos em desenvolvimento é caracterizada pelo acimulo
de um grupo particular de mRNAs e proteinas PRC relacionadas. Os mRNA de proteinas
PRC aparecem em tecidos embrionarios, no come¢o da dessecacdo, e tornam-se as mais
prevalecentes de mMRNA no estado seco (BAKER et al. 1988; GALAU et al. 1991).

Mendes et. al. 2012 investigaram a influéncia de proteinas PRC, presentes em graos de
milho, sobre a resisténcia de grdos aos fungos que causam grdos ardidos. A ideia surgiu a
partir dos resultados obtidos por Bezerra (1996) que selecionou cultivares resistentes de
feijdo-de-corda a condi¢des de estresse e associagdo com proteinas resistentes ao calor.

Em geral, o sistema de defesa das plantas esta associado ao aumento de atividade de
proteinas relacionadas a patogénese e a outros processos de defesa como explosdo oxidativa,
acumulo de fitoalexinas, lignificacao e enrijecimento de parede (DURRANT e DONG, 2004).

No entanto, as proteinas relacionadas a patogénese sdo detectadas devido ao seu
acumulo em plantas submetidas a acdo de algum estresse bidtico e ndo necessariamente por
sua acdo antipatogénica. As proteinas relacionadas a patogénese estdo envolvidas na producao
de metabolitos priméarios e secundarios. Dentre elas, destacam-se as [-1,3-glucanases e as
quitinases que sdo responsaveis pela degradacdo dos principais constituintes da parede
celular, quitina e -1,3-glucana, da maioria dos fungos (VAN LOON et al. 1994).

A inducdo de proteinas pode estar relacionada a patogénese por infeccbes ou por
agentes quimicos ou ambientais. As alteracdes nas atividades dessas enzimas-chave permitem
acompanhar o estado de inducdo de resisténcia em plantas expostas a patdgenos
(MACAGNAN et al. 2008). Entre essas enzimas, estdo as lipoxigenases, as peroxidases, a
fenilalanina aménia-liase, as f-1,3-glucanases e as quitinases (BAYSAL et al. 2003).

As peroxidases oxidam substratos organicos por meio da eliminacdo do peroxido de
hidrogénio, espécie reativa de oxigénio e aceptora de elétrons. Além disso, essas enzimas

participam do crescimento e do desenvolvimento vegetais, da destoxificacdo celular e de
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mecanismos de defesa como lignificacéo, cicatrizag@o de ferimentos e oxidacdo de compostos
fendlicos (BAYSAL et al. 2003). A peroxidacéo lipidica também apresenta papel importante
no desenvolvimento das plantas e na defesa de uma série de estresses, ndo so bioticos, mas
também abidticos (DOKE et al. 1996).

Estudos realizados com as enzimas lipoxigenases (LOX) também foram utilizados
como base para a elaboracdo desta investigacdo de expressdo géncia em grdos de milho
associados a graos ardidos. Em seguida estdo apresentadas algumas informacdes relacionadas
com as enzimas LOX.

Oxido lipidico é uma classe de acidos graxos polifendlicos derivados de pelo menos
seis vias de multienzimas, chamadas coletivamente de lipoxigenases (LOX). Em plantas as
LOX-9 e LOX-13 catalisam reac6es de incorporagdo de oxigénio em acidos graxos livres nas
posicBes 9 e 13, respectivamente, na cadeia carbonica (FEUSSNER e WASTERNACK,
2002). As lipoxigenases catalisam a formacdo de hidroperdxidos de &cidos graxos
poliinsaturados, o que origina compostos volateis e o regulador traumatina, entre outros,
envolvidos no crescimento, na maturacao, na senescéncia e em respostas de defesa das plantas
(BAYSAL e DEMIRDOVEN, 2007).

As plantas conseguem mudar a constituicdo de compostos moleculares como um
mecanismo de resposta, e muitas dessas alteracdes podem estar diretamente relacionadas com
defesa e protecdo (DE WIT, 2007). A cascata de sinalizagdo envolve entre outras moléculas, o
acido salicilico (AS), acido abscisico (ABA), o acido jasmonico (AJ) e seu metil ester, metil
jasmonato (MeJa) e o etileno (ET), como principais compostos capazes de induzir a expressao
de muitos genes relacionados a defesa por meio de rotas diferentes (PERVIEUX et al., 2004;
CAOQ et al., 2011).

Sabe-se que uma rota metabdlica de defesa vegetal muito importante na defesa contra
estresses bidticos, € denominada rota octadecanoide, a qual culmina com a producédo do acido
jasmoénico, um fitohormona relacionado ao estresse vegetal que ativa muitas respostas de
defesa (Soares e Machado, 2007). Os niveis deste &cido aumentam rapidamente em resposta
ao dano causado por diferentes herbivoros, desencadeando a formacdo de muitos tipos de
defesa vegetal, além dos inibidores de proteases, incluindo terpenos e alcaloides. S&o
reguladores conhecidos de inumeros processos fisiologicos em plantas, e desempenham papel
importante na regulacéo da expressdo de genes de defesa vegetal (Droge, 2002).

O é&cido jasmoénico € uma classe de substancias do crescimento vegetal, tendo sido
isolado pela primeira vez em 1962 do Oleo essencial de Jasminum grandiflorum L. e de

Rosmarimus officinalis L. (Demole et al., 1962). Os jasmonatos foram encontrados em mais
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de 200 espécies de plantas, representando 150 familias, incluindo samambaias, fungos e
musgos, sugerindo estarem distribuidos em todo o reino Plantae (Sembdner e Parthier, 1993).
Sdo compostos produzidos nas plantas ap6s injarias ou tratamentos com elicitores (Athayde
Sobrinho et al., 2005), apresentando funcbes hormonais e de defesa contra insetos e
patdgenos.

Quimicamente 0s jasmonatos sdo derivados de compostos baseados em
ciclopentanona. Sua biossintese comeca com a liberacdo do acido linolénico que € convertido
em acido 13-hidroperoxinolénico, uma reacdo catalisada pela enzima 13- LOX (13-
lipoxigenase). A seguir, as enzimas AOS (aleno 6xido sintase) e AOC (aleno 6xido ciclase)
produzem é&cido 12-oxo-fitodiendico (Weber, 2002). Ap6s a agdo da enzima PR (12-oxo-
fitodienoico &cido redutase) e trés passos de R-oxidacdo, o AJ é formado. Finalmente, a
enzima JAMT (acido metil jasmonato transferase) faz a conversdo para MelJA — metil
jasmonato (Creelman e Mullet, 1997) (FIGURA 1).

Figura 1- Biosintese de acido jasménico.
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A via dos octadecanoides é composta por quatro classes de compostos com estruturas
diferentes e, provavelmente, dotados de capacidade de sinalizacdo. Sao elas: (1) acidos gordos

aciclicos, entre eles o linolénico; (2) acidos gordos ciclopentanoides com dezoito carbonos,
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sendo o OPDA o primeiro composto ativo da via, nessa classe; (3) &cidos gordos
ciclopentanoides com doze carbonos como epiJA; e (4) aminoacidos conjugados de
intermediarios da cascata. Além da conjugacdo de aminoacidos, acido jasmonico e outros
intermediarios podem sofrer outras modificacdes quimicas, como metilacdo, hidroxilagdo e
esterificagdo. Os novos compostos formados possuem atividade em processos fisiologicos
regulados por jasmonatos (WASTERNACK, 2007).

As plantas produzem duas formas de acido jasménico denominados de soluvel e
volatil. O solavel que é usado como defesa direta para herbivoro, ativando genes para
producéo da fenilalanina amonia-liase que catalisa substancias especiais, inclusive inibidores
de proteina que diminuem beneficios para o herbivoro. E na forma de um sinal volatil pelo
metil jasmonato (MeJA) (O’Donnell et al. 2003).

A relacdo entre 0 gene ZmLOX3 milho, que codifica para a enzima 9-LOX, e a
resisténcia a alguns patdgenos necrotroficos foi estudada por GAO et al. (2009). Os autores
testaram a hipdtese de que os 6xidos lipidicos produzidos pela rota das 9-LOX no milho séo
requeridos por fungos, como por exemplo, Aspergillus flavus, A. nidulans e Fusarium
verticillioides para produzir esporos e micotoxinas e consequentemente colonizar o0s
hospedeiros. Para isso, estes autores obtiveram mutantes de milho para o gene ZmLOX3, 0s
quais foram gerados por meio da inser¢do de um transposon que reduziu o nivel do principal
oxido lipidico produzido na rota da LOX-9. As plantas mutantes foram mais susceptiveis a
podriddo do colmo causada por F. verticillioides e a helmintosporiose e antracnose causada
por Colletotrichum graminicola.

Christensen et al. (2014) aprofundaram os estudos das enzimas lipoxigenases
presentes em sementes de milho quanto a defesa da planta contra patdgenos. Nesta pesquisa,
0s autores caracterizaram um novo gene 9-LOX ZmLOX12. Este gene é predominantemente
expresso em mesocoOtilos em que é fortemente induzidos em resposta a infec¢do por Fusarium
verticillioides. Este estudo demonstrou que esta Unica enzima especifica monocotiledénea-9-
LOX desempenha um papel fundamental na defesa contra F. verticillioides em diversos
tecidos de milho e fornece a evidéncia genética de que acido jasménico (AJ) € a principal
defesa hormonal contra este patdgeno.

Os caracteres nivel de resisténcia a Fusarium sp. e baixo teor de micotoxinas do tipo
fumonisina foram correlacionadas positivamente (ROBERTSON et al. 2006; LANUBILE et
al. 2010; MUKANGA et al. 2010; MARTIN, et al. 2012; HEFNY et al. 2012). Robertson et
al. (2006) constataram correla¢fes genotipicas e fenotipicas de alta magnitude entre estas

caracteristicas, 0,87 e 0,64, respectivamente, em plantas inoculadas com F. verticillioides.
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Hung e Holland (2012) observaram também altas correlagdes significativas entre estas
duas caracteristicas, sendo 0,87 para hibridos e 0,93 para linhagens. Estes resultados sugerem
que € possivel obter ganhos para baixo teor de micotoxinas, selecionando gendtipos
resistentes a infeccdo. Fontes de resisténcias podem ser encontradas em linhagens e hibridos e
também em germoplasmas mais rdsticos. Entretanto, ndo ha evidéncias da existéncia de
genotipos totalmente resistentes. Esta estratégia é benéfica ao programa de melhoramento,
uma vez que, a analise do teor de micotoxina é demorada e seu custo dispendioso. Sendo
assim, Martin et al. (2012) concluiram que a analise do teor de micotoxina ndo é necessaria,
uma vez que esta caracteristica correlacionou significativamente com a caracteristicas de
sintomas visuais nos graos causados por F. graminearum.

O primeiro passo em programas de melhoramento para esta caracteristica é realizar um
screening dos genotipos disponiveis quanto a reacdo do fungo, com o intuito de selecionar
genes de resisténcia. E necessario que as plantas que serdo avaliadas sejam inoculadas mente
em quantidades iguais de indculo e que esta inoculacdo seja realizada no mesmo estadio
fisioldgico para todas as plantas, a fim de proporcionar condi¢cdes semelhantes de infeccédo
para que a selecdo seja eficiente (SCHAAFSMA et al. 1997).

Aspectos biotecnoldgicos, principalmente sobre F. verticillioides, a exemplo as
respostas a infeccdo do patdégeno em milho, tém sido bem elucidados através de
transcriptdmica, porém ainda faltam informac@es dos processos de reconhecimento do fungo
pelas plantas. Para preencher essas lacunas, os avangos relacionados as tecnologias
genbmicas, como os estudos de associacdo genémica ampla, GWAS, poderiam auxiliar o
entendimento sobre essa complexa caracteristica de resisténcia (ZHU et al. 2008).

Além disso, como a resisténcia a F. verticillioides é quantitativa, alguns autores
afirmam que a melhor abordagem para a reproducdo molecular é a selecdo gendmica, em
substituicdlo a MAS (Selecdo Assistida por Marcadores). A reproducdo assistida por
resisténcia gendmica para resisténcia quantitativa exigira perfis de marcadores de todo o
genoma para todo o conjunto de linhas de criacdo, modelos de predicdo e metodologia de
selecdo, implementadas para tragos complexos classicos, como o rendimento (POLAND e
RUTKOSKI, 2017).

Uma questdo critica é a da exploracdo de genes candidatos para a resisténcia. O
sequenciamento de RNA, RNAseq, é uma abordagem desenvolvida para analisar o perfil de
transcriptoma, tem sido de grande valor na melhoria, validagdo e refinacdo de modelos de
genes e poder auxiliar na identificagio de novos genes que ndo foram previamente

anotados. Uma nova abordagem para identificar genes candidatos e QTL (Quantitative Trait
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Loci) para resisténcia é representada pela investigacdo de metabolomas de plantas apds
infeccdo por patdgenos. Esforcos crescentes tém sido dirigidos para a investigacdo de
informacBes gendmicas relacionadas a informacdo metabdlica (fenotipica) (BUESCHL et al.,
2014).

Keurentjes et al. (2006) mostraram o potencial da metaboloméatica ndo segmentada
para revelar QTL na planta modelo Arabidopsis. Os autores descreveram a analise genética da
variacdo natural na composicdo de metabdlitos em Arabidopsis thaliana em vez de focar em
metabolitos especificos. Observaram numero crescente de metabdlitos atribuido a caminhos
metabdlicos especificos que sdo os produtos de reacBes enzimaticas que dependem da
regulacdo do genoma. Além disso, o perfil metabdlico corresponde ao estado bioquimico do

organismo que é uma expressdo fenotipica.
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CAPITULO 1

PARAMETROS AGRONOMICOS E QUALIDADE SANITARIA DE GRAOS
DE MILHO SUBMETIDOS A INOCULACOES COM Fusarium verticillioides e
Stenocarpella maydis

RESUMO

A produtividade e a qualidade de sementes e grdos de milho podem ser influenciadas
pela ocorréncia de fungos que causam podriddes, cuja intensidade pode ser afetada também
por fatores ambientais e genéticos. Dessa forma, o objetivo neste estudo foi avaliar a
produtividade e a qualidade sanitaria de grdos de milho de gendtipos submetidos as
inoculagfes com Fusarium verticillioides e Stenocarpella maydis. Foram utilizados quatro
hibridos comerciais de milho com diferentes niveis de resisténcia a podriddo de grédos
conhecida como grdos ardidos. Foram realizadas inoculages de Fusarium verticillioides e
Fusarium verticillioides e Stenocarpella maydis associados, além do tratamento controle, sem
inoculacdo. A colheita dos grdos foi realizada em duas épocas, a primeira em marco e a
segunda em maio. Foram avaliadas produtividade, peso de mil gréos, incidéncia de doencas
foliares, incidéncia de patdgenos nas espigas e graos e a analise sanitaria por meio do Blotter
Test. Foi utilizado o delineamento inteiramente casualizado em esquema fatorial (4 x 3 x 2),
sendo quatro hibridos, trés tipos de inoculagcdes e duas épocas de colheita. As analises de
variancia foram realizadas por meio do software SISVAR. Para o hibrido RB9077 maior
produtividade de gréos foi observada, enquanto isso foi observado maior peso de mil gréos
para o hibrido P4285. As doencas foliares detectadas foram a mancha branca e cercosporiose.
Os sintomas de grdos ardidos foram observados em todos os hibridos avaliados,
independentemente do tipo de inocula¢do. Houve maior infeccdo dos grdos de milho pelo
fungo S. maydis nos hibridos DKB390 e RB9077, classificados como susceptiveis a essas
doencas. Ndo houve incidéncia de S. maydis nos grdos dos hibridos DKB390, P4285 e
RB9077 sob condic¢des de inoculacdo natural e com inoculagdo de F. verticillioides quando
avaliados pelo Blotter test.

Palavras-chave: gréos ardidos; podriddo de espigas; Blotter test; Zea mays
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ABSTRACT

The productivity and quality of corn seeds and grains can be influenced by the
occurrence of fungi that cause rot, whose intensity can be affected by environmental and
genetic factors. Thus, the objective of this study was to evaluate the productivity and sanitary
quality of corn grains of genotypes submitted to inoculations with Fusarium verticillioides
and Stenocarpella maydis. Four commercial hybrids of corn with different levels of resistance
to grain rot known as moldy grains were used. inoculations of Fusarium verticillioides and
Fusarium verticillioides and Stenocarpella maydis associated, were carried out, besides the
control treatment, without inoculation. Grain harvesting was carried out in two seasons. The
productivity, weight of a thousand grains, incidence of foliar diseases, incidence of pathogens
in the ears and grains, and sanitary analysis were evaluated through Blotter Test. A
completely randomized design was used in a factorial scheme (4 x 3 x 2), four hybrids, three
types of inoculations and two harvest periods. Analyzes of variance were performed using the
SISVAR software. For the hybrid RB9077 higher grain yield was observed and the greater
weight of a thousand grains was verified for the hybrid P4285 was the one that obtained the
best weight performance of thousand grains. The leaf diseases detected were white spot and
cercosporiosis. Moldy grain symptoms were observed in all evaluated hybrids, regardless of
the type of inoculation. There was a higher infection of the maize grains by S. maydis fungi in
the hybrids classified as susceptible to these diseases DKB390 and RB9077. There was no
incidence of S. maydis in the grains of hybrids DKB390, P4285 and RB9077 under natural
inoculation conditions and with inoculation of F. verticillioides.

Keywords: moldy grains; ear rot; Blotter test; Zea mays.
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1 INTRODUCAO

O milho (Zea mays L.) é uma das principais culturas destinadas a alimenta¢do humana
e animal devido a sua composi¢do quimica e alto valor nutritivo. Além de suas aplicacdes
alimenticias, esse cereal é utilizado como matéria-prima na industria para a producdo de
diversos tipos de produtos. Atualmente, o milho é cultivado em diferentes regides do pais, em
uma &rea com mais de 17.346,5 mil hectares, com producdo de aproximadamente 93.835,7
mil toneladas de grdos e produtividade média de 5,4 mil quilos por hectare (CONAB, 2017).

Aumentos de produtividade de grdos tém sido observados em funcdo de tecnologias
avancadas disponibilizadas para os agricultores. Dentre estas tecnologias merecem ser
destacadas: a disponibilidade de hibridos adaptados as diferentes regibes do pais, a
disponibilidade de sementes com alta qualidade, tecnologias relacionadas aos tratos culturais,
dentre outras.

Apesar do avango em tecnologias, existem os fatores limitantes ao aumento da
produtividade, como por exemplo, as doencas foliares que podem variar de ano para ano e de
regido para regido, mas nao é possivel afirmar que alguma delas tenha maior importancia em
relacdo as demais. Tem sido comum a incidéncia de doencas que afetam tanto a producéo
quanto qualidade de sementes e grdos de milho com destaque para aquelas que causam
podridGes de espigas e as quais estdo associadas a incidéncia de grdos ardidos.

Santin et al. (2004) avaliaram o efeito do retardamento da colheita de milho na
incidéncia de grdos ardidos e de fungos patogénicos e constataram que a permanéncia
prolongada das espigas de milho na planta, ap6s a maturidade fisioldgica dos grdos
influenciou na reducéo da incidéncia de Fusarium verticillioides, seguindo a reducdo do teor
de &gua presente nos grdos. Por outro lado, os autores observaram que houve aumento da
incidéncia de F. graminearum e de espécies dos géneros Aspergillus e Penicillium, quando os
grdos foram colhidos com teor de 4&gua menor.

Os fungos que estdo associados aos graos ardidos, principalmente quando colonizam a
espiga na fase de enchimento de gréos, podem estar associados a producdo de micotoxinas,
incluindo as fumonisinas que sdo mais comuns (WORDELL FILHO e SPAGNOLLO, 2013).

Vaérios fatores podem afetar a incidéncia de grdos ardidos em hibridos de milho,
incluindo a resisténcia genética, os regimes de precipitacdo pluviométrica de cada localidade,
danos de insetos as espigas, nutricdo, dentre outros (COSTA et al. 2010).

Em estudos tem sido observado que diferencas na incidéncia de grdos ardidos estéo

relacionadas as caracteristicas tais como: a suscetibilidade a pragas e doencgas dos hibridos, as
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densidades de plantas e a precipitacdo pluviométrica durante o enchimento de grdos (CASA et
al. 2007; MARCONDES, 2012).

No trabalho desenvolvido por Mario; Gozuen e Juliatti (2017), foi observada variagédo
quanto a resisténcia dos hibridos de milho em relacdo a presenca de grdos ardidos. Para
Stenocarpella spp. os valores de incidéncia de podriddo de grdos mostraram distribuicdo
continua, indicando a possibilidade de que esta resisténcia seja condicionada por mais de um
fator. Multiplos aspectos genéticos sdo responsaveis pela resisténcia a podriddo de gréos
quando a podridao é causada por Stenocarpella spp. (OLATINWO et al. 1999, GUTIEREZ,
2008).

A presenca de grdos ardidos pode inviabilizar a comercializagéo de gréos de milho.
Sabe-se que a interacdo geno6tipos e ambientes tem sido reportada como importante fator que
influencia a incidéncia de grdos ardidos. Assim, objetivou-se neste estudo avaliar o efeito dos
fungos causadores de grdos ardidos no rendimento e na qualidade sanitéria de graos de milho
em diferentes hibridos.

2 MATERIAIS E METODOS

A pesquisa foi conduzida em &rea experimental e no Laboratério Central de Sementes
do Departamento de Agricultura (DAG) da Universidade Federal de Lavras (UFLA), em
Lavras, MG, cujas coordenadas sdo latitude 21°14'S, longitude 40°17'W e altitude de 918,8 m.
Esta regido apresenta clima tipo Cwb (clima temperado maritimo/clima tropical de altitude -
regides serranas) da classificacdo de Koppen (1900). A temperatura média anual € de 19,4°C,
a pluviosidade se distribui, principalmente de outubro a abril, com valores médios anuais de
1529,7 mm.

Foram utilizados quatro hibridos comerciais de milho com diferentes niveis de
resisténcia a podriddo de grdos conhecida como grédos ardidos (PINTO, 2005; CASELA et al.
2006). As informac0es relativas a resisténcia dos materiais a graos ardidos foram passadas por
profissionais que trabalham na area (TABELA 1).

Esses hibridos possuem recomendagdes técnicas de época de semeadura, populacéo de

plantas, manejo e adubacdo (http://www.pioneersementes.com.br/milho/central-de-

produtos/produtos/p4285yhr;http://www.sementesagroceres.com.br/pages/Produto.aspx?p=AG_7088;https://ww
w.dekalb.com.br/pt-br/nossos-produtos/hibridos-milho/verao/DKB-390.html).


http://www.pioneersementes.com.br/milho/central-de-produtos/produtos/p4285yhr
http://www.pioneersementes.com.br/milho/central-de-produtos/produtos/p4285yhr
http://www.sementesagroceres.com.br/pages/Produto.aspx?p=AG_7088;https://www.dekalb.com.br/pt-br/nossos-produtos/hibridos-milho/verao/DKB-390.html
http://www.sementesagroceres.com.br/pages/Produto.aspx?p=AG_7088;https://www.dekalb.com.br/pt-br/nossos-produtos/hibridos-milho/verao/DKB-390.html
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Tabela 1 - Hibridos de milho resistentes e susceptiveis a podriddo de gréos selecionados para
0s testes de campo e para as analises moleculares.

Resistentes Susceptiveis
ID Hibrido Empresa ID Hibrido Empresa
R1  AG 7088 Pro2 Agroceres S1 RB 9077 Pro Riber KWS
R2 P 4285 YH Pioneer S2  DKB 390 Pro2 Monsanto

ID: identificacdo; R1: resistente 1; R2: resistente 2; S1: suscetivel 1; S2 suscetivel 2; AG: Agroceres;
P: Pioneer; RB: Riber; DKB: Dekalb; YH: Optimum® Intrasect®; Pro: resistente a lagartas; Pro 2:
resistente a todos os tipos de lagartas e ao glifosato.

A semeadura foi realizada manualmente em novembro de 2016 em 40 linhas

espacadas de 0,6 m. A adubacdo de plantio foi de 400 Kg ha™ da formulag&o comercial 8-28-
16. A adubacdo de cobertura foi realizada com a aplicagdo de 300 kg ha™ da formulacio
comercial 30-00-20 entre os estadios V4 e V5. Foi realizado o controle quimico de plantas
daninhas com a aplicagdo de 3 L/ha do herbicida Atrazina® (Nortox) seletivo de agéo
sistémica pertencente ao grupo quimico triazina, atuando como pré e pds-emergéncia precoce
mais 180 mL/ha de Tembotriona Soberan® (Bayer) seletivo e sistémico com concentracdo de
420 g/L. O controle de insetos pragas foi realizado com uma aplicacdo de 120 mL/ha de
Espinosade Tracer® (Dow AgroSciences Industrial Ltda) inseticida ndo sistémico de origem
bioldgica do grupo quimico das espinosinas e 80 mL/ha de Nomolt® 150 que é um inseticida
a base de Teflubenzurom com acéo de regulacéo de crescimento inibindo a sintese bioquimica
da quitina, que é o principal componente do exoesqueleto ou cuticula do inseto. Os demais
tratos culturais foram realizados conforme recomendac¢do agrondmica para a cultura.

Para o processo de inoculacdo, foi usado o isolado de Fusarium verticillioides F425
com origem de gendtipos de milho cultivados na cidade de Sinope, estado de Mato Grosso,
sendo criopreservado na Micoteca da Embrapa Milho e Sorgo em Sete Lagoas - MG. O
isolado de Stenocarpella maydis Sm290 ndo tem origem definida e foi cedido pela Micoteca
da UFLA. Primeiramente foi preparado o meio de cultura BDA (Batata-dextrose-agar)
conforme protocolo (ANEXO A) para a replicacdo dos fungos F. verticillioides e 0 meio
Aveia agar — Oatmeal Agar (AO) para os fungos S. maydis (ANEXO B). Logo em seguida 0s
isolados foram repicados em capela de fluxo e colocados em placas de petri para a produgédo
dos conidios e picnidios. As placas contendo os meios e os fungos repicados foram incubadas
em camaras do tipo BOD com temperatura ajustada para +27 °C e fotoperiodo de 12 horas. O
desenvolvimento dos fungos ocorreu durante 14 dias para os fungos Fusarium verticillioides e
20 dias para S. maydis.

Os conidios de F. verticillioides e de S. maydis foram suspensos em &gua destilada e a
contagem dos conidios foi realizada em camara de Neubauer, obedecendo a quantidade ideal
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de inéculos. A concentracio da suspensdo dos fungos F. verticillioides foi de 1 x 10° conidios
mL™ e para S. maydis foi de 1 x 10° conidios mL™. Foram aplicados 5 mL, de ambos, nos
estilos estigmas das espigas através de seringa e agulha. A inoculacdo de F. verticillioides foi
realizada 15 dias apés todas as plantas das parcelas Uteis terem emitido o estilo-estigmas
(Bensch et al. 1992; Reid e Mather 1996; Clements et al. 2003). Cinco dias apds a inoculacdo
com F. verticillioides foi realizada a inoculacdo de S. maydis, ou seja, 20 dias apds todas as
plantas das linhas Uteis emitiram o estilo-estigma.

Para cada hibrido, foram inoculadas oito linhas com Fusarium verticillioides, oito
linhas com os dois fungos associados Fusarium verticillioides e Stenocarpella maydis e oito
linhas sem inoculagéo, controle. Todas as inoculagdes foram realizadas sempre no final do

dia, quando a temperatura se encontrava mais baixa.

2.1 Caracteristicas agronémicas avaliadas

Para avaliar a incidéncia e severidade de doengas foliares, trés plantas de cada linha
foram avaliadas em trés periodos diferentes antes das colheitas. A primeira avaliacdo foi
realizada aos 90 dias apds a emergéncia das plantas, conforme indicado por Brito et al.
(2008). Para isso, foi feita avaliacdo visual da area foliar afetada pela doenga, com o auxilio
de escala diagramaética, variando de 1 a 3, sendo 1 = 0% de sintomas; 2 = até 50% de
sintomas; 3 com mais de 50% de sintomas na folha analisada.

As espigas de milho foram colhidas manualmente, em duas épocas diferentes, a
primeira em marco e a segunda em maio, simulando as diferentes épocas de colheitas
realizadas pelos produtores. A primeira colheita de espigas foi realizada 47 dias ap6s a
inoculacdo dos patdégenos em quatro das oito linhas de cada parcela para cada hibrido quando
0s grdos se encontravam com 36% de teor de agua. A segunda colheita de espigas das linhas
remanescentes foi realizada 90 dias ap0s a inoculacdo dos patégenos quando os graos estavam
com 18 a 20% de teor de &gua.

As espigas de milho das duas colheitas foram acondicionadas em secadores de gaveta
com temperatura de 35°C até atingir 13% de umidade. Apds a secagem, os graos foram
beneficiados manualmente, amostras compostas contendo 1000 gramas de gréos de cada
tratamento foram coletadas e encaminhadas para o Laboratorio Central de Sementes onde
foram armazenadas em cadmara fria com temperatura de 10 °C para analises posteriores.

Para a determinacdo da produtividade de grdos (PG) por hectare, foi realizada a

colheita manual das espigas de cada linha. As espigas foram debulhadas, os graos pesados e o
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teor de agua dos graos determinados. Os dados de produtividade de grdos foram corrigidos
para o teor de agua de 13% e expressos em quilos por hectare (kg ha™).

Para a determinacdo do peso de mil grdos (PMG), para cada amostra obtida nas duas
colheitas foram separadas oito subamostras de 100 grdos e estas foram pesadas.

A incidéncia de podriddo de espiga (IPE) foi avaliada com base em trés métodos: a)
severidade de podriddo de espiga (SPE), b) porcentagem de espigas com sintomas de
podriddo (PESP) e c) porcentagem de gréos ardidos (PGA). Para avaliar indice de severidade
de podriddo de espiga foi utilizado uma escala de classificacdo diagramatica proposta por
Reid et al. (2002). O valor desta escala varia de 1 a 7 e inclui as seguintes categorias
percentuais: incidéncia de podridao de espiga: 1 (0 %); 2 (1-3 %); 3 (4-10 %); 4 (11-25 %); 5
(26-50 %); 6 (51-75 %); e 7 (76-100 %). O PESP foi calculado com o nimero de espigas que
apresentaram o0s sintomas caracteristicos da doenca em relacdo ao numero total de espigas no
campo. A PGA foi avaliada conforme o procedimento proposto na portaria n°11, de 12/04/96
(Brasil, 1996). O método consistiu na separacdo visual e na determinagdo da porcentagem de
grdos com sintomas de descoloracdo em mais de um quarto da sua superficie total, a partir de
uma amostra de 400 g de graos, por tratamento.

Os grdos foram acondicionados na camara fria do Laboratdrio Central de Sementes e
mantidos em temperatura de 10 °C. Posteriormente, no Laboratério de Patologia de Sementes,
do Departamento de Fitopatologia da Universidade Federal de Lavras, foram instalados dois
experimentos, para avaliacdo da qualidade sanitaria por meio do Blotter test. Para a realizacédo
destes testes, foram utilizadas amostras dos grdos de cada tratamento que estavam
armazenados na camara fria ha 30 dias.

De cada amostra, provenientes de plantas inoculadas e ndo inoculadas foram obtidas
uma amostra com 225 graos, as quais foram dispostas em nove placas de petri acrilicas,
contendo trés folhas de papel de filtro embebidas com meio BDA (Batata Dextrose Agar). Em
cada placa, foram dispostos vinte e cinco gréos equidistantes. Estas placas permaneceram em
temperatura ambiente por 24 horas e, apés este periodo, foram acondicionadas por mais 24
horas a -20 °C e, em seguida, incubadas a 25 + 2 °C com fotoperiodo de 12 horas, conforme
método descrito por Mario e Reis (2001).

Nas avaliacbes da sanidade dos grdos foram consideradas a severidade de grdos
sintoméaticos com estruturas fungicas de F. verticillioides e S. maydis. O delineamento
utilizado foi o inteiramente casualizado, em arranjo fatorial 4x3, sendo as variaveis 0s quatros
hibridos e os trés tratamentos de inoculagdo, sendo a inoculagdo com F. verticillioides,

inoculacdo associada utilizando dois fungos F. verticillioides e S. maydis e o tratamento
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controle sem inoculagdo. Todos os tratamentos foram conduzidos até o 15° dia. Apés cinco
dias de incubagdo foram avaliadas a severidade de F. verticillioides, e no 15° dia apds
incubacéo foi avaliada a severidade dos fungos S. maydis.

Para a avaliacdo de severidade foi estabelecida adicionalmente uma escala de notas,
baseada no porcentual da superficie de cada grdo recoberto por estruturas tipicas dos fungos.
Para isto, foi utilizada uma lupa e um microscopio estereoscopico. A escala de notas adotada
foi a seguinte: (0) grdo sadio; (1) até 25% do grao recoberto por estruturas fungicas; (2) até
50% do gréo recoberto por estruturas fangicas; (3) mais de 50% do grdo recoberto por
estruturas fungicas (Mario, Reis e Juliatti, 2011). Para a determinacdo da severidade de
infeccdo por grdo, foi utilizada a metodologia de andlise de severidade proposta por
McKinney (1923):

SUS = ~{x1) x100
FxN

em que:
(S1/S): severidade de indculo por grdo observado; (f): nota da escala atribuida ao gréo
observado; (n): numero de graos que receberam a nota (f); (F): nota maxima da escala, e (N):

namero total de gréos avaliados por repeticéo.

2.2 Procedimento estatistico

O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado em esquema
fatorial 4x3x2 sendo 4 hibridos, 3 tratamentos de inoculacdo e 2 épocas de colheita de
espigas. A parcela foi composta por oito linhas, cada linha com 3,6 m?, para cada tratamento,
sendo quatro linhas para a primeira época de colheita e quatro linhas para a segunda época. A
inoculacdo dos patogenos foi realizada nas espigas de 30 plantas por linha. As anélises de
variancia foram realizadas por meio do software SISVAR (Sistema de Analise de Variancias)
(FERREIRA, 2002) e a comparacdo das médias foi realizada pelo teste de Scott e Knott a 5%
de probabilidade. Quando necessario, foram realizadas as transformacées dos dados (ANEXO
D, ANEXO E).
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Para a varidvel produtividade de graos (PG) na primeira e segunda colheita de espigas
houve interacdo significativa entre hibridos e inoculagdes (P<0,05). Maiores valores de
produtividade, na primeira e segunda colheita foram observadas para o hibrido RB9077, cerca
de 11 toneladas por hectare (ton/ha) e 9 ton/ha, respectivamente. Para os demais hibridos,
nestas mesmas condigdes, ndo houve diferenca estatistica (TABELA 2).

Tabela 2 - Médias de Produtividade de Grdos (PG) em quilos/hectare (kg.ha-1) e em
sacos/hectare (sc.ha-1) de quatro hibridos de milho, safra 2016/17, UFLA.
Primeira colheita (mar¢o/2017) e Segunda colheita (maio/2017) com inoculacéo
de Fusarium verticillioides (Fv) e Stenocarpella maydis (Sm) e sem inoculacéo,
controle (C).

COLHEITA1 INOCULAGAC
C Fv FvSm
Hibrido
AG7088 7333,38 Ba 5200,70 Bb 4542,02 Bb
DKB390 7148,53 Ba 7659,91 Aa 7676,07 Aa
P4285 6778,34 Ba 5796,58 Ba 3700,75 Bb
RB9077 11004,62 Aa 7465,74 Ab 7418,98 Ab
COLHEITA 2 INOCULAGAC
C Fv FvSm
Hibrido
AG7088 6367,83 Da 6657,27 Ba 4951,13 Cb
DKB390 8707,40 Ba 6903,14 Bb 8703,23 Aa
P4285 7560,75 Ca 6156,85 Bb 3970,27 Dc
RB9077 9785,38 Aa 7724,74 Ab 7505,95 Bb

*Médias mailsculas nas colunas e minusculas nas linhas seguidas pela mesma letra ndo se diferenciam
estatisticamente entre si ao nivel de 5% pelo teste SCOTT-KNOTT.
Fonte: Do autor (2018).

Para os hibridos DKB390 e RB9077, foram observadas produtividades superiores as
dos hibridos AG7088 e P4285, em condi¢des de inoculagdo com o patdégeno Fusarium
verticillioides (Fv) e quando foram utilizados os dois fungos associados Fusarium
verticillioides e Stenocarpella maydis (FvSm) nas duas épocas de colheita. 1sso mostra que
mesmo na presenca destes patdégenos houve maiores valores de produtividade dos hibridos
DKB390 e RB9077 em relagdo aos demais hibridos avaliados, provavelmente devido a falta
de controle quimico com fungicidas neste experimento.

Para a primeira colheita, quando se analisa 0 comportamento de cada hibrido quando

inoculados com os fungos em relagdo ao tratamento controle (C), foi verificado que para os
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hibridos AG7088 e RB9077 houve menor produtividade quando as plantas foram inoculadas
com F. verticillioides (Fv) e quando foram inoculadas em FvSm. J& para o hibrido P4285
houve reducdo de produtividade somente quando a inoculacdo foi realizada com os dois
patdgenos na primeira e segunda colheita.

Ressalta-se que a produtividade de gréos, do hibrido DKB390, classificado como
susceptivel, quando a colheita foi realizada na primeira época, ndo foi influenciada quando
houve a inoculacdo dos fungos. No entanto, para o hibrido RB9077, também classificado
como susceptivel observou-se reducdo mais significativa da produtividade, quando inoculado,
cerca de 32% de reducéo.

Na segunda época de colheita, quando foram inoculados F. verticillioides e
Stenocarpella maydis associados (FvSm), maior produtividade foi observada para o DKB390
e a menor para o P4285 com diferenca de 54 % (TABELA 2). Quando se analisa 0
comportamento de cada hibrido na presenca dos fungos inoculados em relacdo ao tratamento
controle (C), em todos os materiais verificou-se redugdo da produtividade na presenca dos
fungos inoculados, exceto para o hibrido AG7088 quando inoculado com F. verticillioides e
para 0 DKB390 na presenca conjunta dos dois fungos. Ja para o hibrido AG7088 houve
reducdo da produtividade de grdos somente na presenca dos patdgenos associados (FvSm). Ja
para o hibrido DKB390, na segunda colheita, houve menor produtividade quando da
inoculacdo com o patogeno F. verticllioides (Fv). J& para o hibrido RB9077 houve reduc¢éo da
produtividade quando das inoculagdes, independentemente dos patdgenos.

Assim, foi observado para o hibrido susceptivel, RB9077, altas produtividades, nas
duas colheitas, no tratamento controle, confirmando as informagfes técnicas da empresa
produtora detentora do material quanto ao excelente potencial produtivo de gréos profundos e
pesados (RIBER KWS sementes, 2016). Por outro lado, no hibrido classificado como
resistente, P4285, houve menor rendimento, na segunda colheita quando submetido a
inoculacdo associada dos patdgenos (FvSm). Certamente, evidencia-se que o controle quimico
com fungicidas é um importante aliado ao poténcial genético deste hibrido. Segundo Brito et
al. (2012), o controle de doengas foliares do milho por meio da aplicacdo de fungicidas
também contribui para a reducéo na incidéncia de grédos ardidos ampliando a resisténcia das
plantas aos patogenos.

Entretanto, quando n&o inoculados, para os hibridos RB9077 e P4285 houve maior
rendimento, assim como para o hibrido DKB390 foi observada maior produtividade quando
as plantas foram inoculadas com os fungos associados, FvSm, valores estes bem acima da
média estimada de 6.374 Kg.ha™ para o estado de Minas Gerais (CONAB, 2017).



54

Em relacdo a produtividade e a porcentagem de gréos ardidos, Mendes (2009) relatou
que estas caracteristicas foram influenciadas pelo tipo de hibrido e pelas safras agricolas,
sendo verificada no plantio direto, e que ndo ha associacdo entre produtividade de gréos e a
porcentagem de grdos ardidos, o que demonstra que as perdas provocadas pela incidéncia de
grdos ardidos sdo de carater quantitativo. No entanto, de acordo com os dados que obtivemos,
essa perda de produtividade em funcéo da colonizacao por patdgeno acontece quando temos a
presenca de Stenocarpella maydis. Apenas a infeccdo por F. verticillioides ndo resultou em
perda expressiva de produtividade.

Para a varidvel Peso de Mil Grdos (PMG), houve significancia para a interacdo entre
hibridos e inoculagdes (P<0,05). O objetivo de determinar o peso de mil grdos de uma
amostra é para obter informacGes do tamanho dos grdos, assim como de seu estado de
maturidade e de sanidade (BRASIL, 2009).

Na primeira colheita o0 melhor desempenho para o peso de mil grdos foi dos hibridos
conhecidos como resistentes AG7088 e P4285 quando inoculados com F. verticillioides e no
para o tratamento controle (C) (TABELA 3).

Tabela 3 - Médias de Peso de Mil Grdos (PMG) em gramas de quatro hibridos de milho, safra
2016/17, UFLA. Primeira colheita (margo/2017) e Segunda colheita (maio/2017)
com inoculagdo de Fusarium verticillioides (Fv) e Stenocarpella maydis (Sm) e
sem inoculag&o, controle (C).

COLHEITA 1 INOCULACAO
Hibrido C Fv FvSm
AG7088 306,49 Aa 283,06 Ab 192,27 Bc
DKB390 231,76 Ca 239,87 Ba 218,37 Ab
P4285 299,80 Aa 277,66 Ab 153,92 Cc
RB9077 278,33 Ba 251,05 Bb 231,45 Ac
COLHEITA?2 INOCULACAO
Hibrido C Fv FvSm
AG7088 299,67 Cb 318,33 Ba 220,00 Bc
DKB390 267,33 Da 232,00 Cb 197,00 Cc
P4285 370,00 Aa 336,33 Ab 184,00 Dc
RB9077 333,33 Ba 313,33 Bb 242,00 Ac

*Médias mailsculas nas colunas e minusculas nas linhas seguidas pela mesma letra ndo se diferenciam
estatisticamente entre si ao nivel de 5% pelo teste SCOTT-KNOTT.
Fonte: Do autor (2018)
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Para os hibridos DKB390 e RB9077 foram observados os maiores valores para o0 peso
de mil grdos quando as plantas foram inoculadas com os dois fungos associados (FvSm) e ndo
houve diferenca significativa entre os mesmos. No entanto, no tratamento controle foram
observados 0os menores valores de peso de mil grdos (PMG) para estes hibridos.

O mercado interno aceita graos ardidos na massa até o nivel de 6% e para exportacéo,
ndo mais que 2 a 3% (PINTO et al. 2007). Nestes niveis de gréos ardidos, ainda vai prevalecer
0 potencial genético/produtivo do hibrido, sabe-se que o0 DKB390 e 0 RB9077 sdo muito
produtivos em relacdo aos demais que tem maior resisténcia a gréos ardidos, sendo estes dois
hibridos utilizados frequentemente pelos agricultores. Para obter o efeito deletério dos fungos
no peso dos gréos e na produtividade, o que era esperado nestes hibridos, necessitaria estar no
nivel acima de 12 a 15%, principalmente no tratamento inoculado. No entanto, mesmo com a
inoculacdo deve existir a influéncia climatica como, por exemplo, déficit de agua no
florescimento e precipitagdo pluvial na colheita com dias nublados aliados aos niveis baixos
de nitrogénio. Se ndo houver estas condi¢cGes, ndo havera niveis de dano econdmico
expressivo como observados nos resultados, e dai manifesta a caracteristica de potencial
genético dos hibridos.

Quando se analisa o comportamento de cada hibrido na presenca dos fungos
inoculados em relacdo ao tratamento controle (C), para todos os hibridos AG7088, DKB390,
P4285 e RB9077 houve reducdo de peso de mil grédos quando foi realizada a inoculacdo
associada (FvSm) e também quando comparados aos valores observados ao tratamento
inoculado com F. verticillioides. Nos tratamentos em que a inoculacéo foi realizada, o hibrido
DKB390 teve comportamento similar quando inoculado apenas com F. verticillioides em
comparagdo com o tratamento controle, enquanto que no hibrido RB9077 os valores foram
estatisticamente diferentes nos trés tratamentos.

Com estes resultados € possivel afirmar que houve influéncia dos patdgenos F.
verticillioides e S. maydis, quando inoculados na mesma espiga, no peso de mil gréos.

Na segunda colheita, para todos os hibridos houve reducdo do peso de mil gréos
principalmente quando a inoculacdo foi realizada com os dois patdégenos FvSm, quando
comparados aos valores observados no tratamento controle (TABELA 3). Para o hibrido
P4285, observou-se 0 maior peso de mil grdos com 370 g seguido do RB9077 com 333g no
tratamento controle. Quando as plantas foram inoculadas apenas com F. verticillioides houve
reducdo significativa do peso de mil gréos para estes hibridos.

Comparando as duas épocas de colheita, para o hibrido resistente P4285 obteve-se

maiores valores de peso de mil grdos. Assim pode-se inferir principalmente que a inoculacéo
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associada dos patdgenos causadores de podridGes de grdos, propiciou a reducdo do peso de
mil gréos, o que na maioria dos tratamentos também reduziu a produtividade de graos.

A relacdo da severidade entre os dois fungos S. maydis e F. verticillioides sera
demonstrada mais adiante por meio dos resultados do teste de sanidade (Blotter test). Mesmo
assim, vale a pena fazer uma conex&o dos resultados de PMG com o teste de sanidade para
inferir que provavelmente, os valores expressivos de severidade de gréos ardidos obtidos em
gréos de hibridos da categoria resistente podem ser atribuidos a pressao de inéculos aplicados
diretamente no estilo estigma das espigas, podendo romper as barreiras fisicas e bioquimicas
de defesa da planta contra a infeccdo destes patdgenos e pelo fato de ndo ter sido realizado o
controle quimico com fungicidas. Freitas et al. (2009) avaliaram o peso de mil grdos em
hibridos no sudoeste de Goias e o maior peso de mil gréos foi observado no hibrido AG7010
ndo diferindo, outrossim, do hibrido Cargill 306. Horn et al. (2006), afirmam sobre a
existéncia da variabilidade genetica entre hibridos, conferindo-lhes rusticidade e potenciais
produtivos distintos.

Certamente, o potencial genético, as condi¢bes climaticas, a auséncia de aplicacao de
fungicidas e as condicGes de estresse causadas pela infeccdo dos fungos nas espigas dos
hibridos avaliados pode ter influenciado na produtividade de gréos.

Outro fator importante sdo as doencas foliares detectadas nos hibridos na presente
pesquisa que estdo entre as principais doencas da cultura do milho. Foram observados
sintomas nas folhas das seguintes doencas, Mancha Branca causada pelo complexo de fungos
Phaeospharia maydis, Phyllosticta sp. e P. ananas, Cercosporiose ocasionada pela infec¢éo
dos fungos Cercospora zeae-maydis e a Ferrugem Polissora causada pelos fungos Puccinia
polyssora (TABELA 4).

Tabela 4 - Doencgas foliares detectadas (%) em plantas de milho durante a safra 2016/17.
Fatores hibridos e doencas foliares Mancha Branca (MB), Cercosporiose (CE), e
Ferrugem polissora (FP). Hibridos resistentes AG7088, P4285 e susceptiveis
RB9077 e DKB390 a grdos ardidos.

HIBRIDO DOENGA
MB CE FP Média
AG7088 50,0 56,7 33,3 46,7
P4285 52,7 50,0 0,0 34,2
RB9077 50,0 50,0 0,0 33,3
DKB390 50,0 52,0 33,3 45,1
Média 50,7 52,2 16,7

Fonte: Do autor (2018)
Dentre as trés doencas observadas durante as avaliagdes no campo, 0s sintomas de

mancha branca e a cercosporiose foram predominantes com pouco mais de 50% das folhas
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analisadas em todos os hibridos e tratamentos. Para a Ferrugem polissora houve incidéncia
nos hibridos AG7088 e DKB390. Os hibridos P4285 e RB9077 foram resistentes quanto a
infecdo destes fungos.

Em relacdo as doencas que afetam a produtividade e qualidade de grdos de milho
destacam-se as podridBes de espiga, as quais estdo associadas a incidéncia de gréos ardidos
(PINTO, 2005; CASELA et al., 2006). A reducdo de produtividade se d& pela alta severidade
da doenca nas folhas, diminuindo a area fotossintetizante. Os danos também ocorrem pela
consequente reducdo nos niveis de resisténcia, por sua vez, favorecendo podriddes de colmo e
espigas levando ao tombamento das plantas (Juliatti e Brandao, 2000).

Uma das informacdes adquiridas das empresas de producdo de sementes de hibridos
de milho foi a observacdo na frequéncia de sintomas foliares e de colmos de doencas como a
podriddo branca causada pelo fungo S. maydis nestes hibridos, entretanto, mesmo com
sintomas desta doenca na planta, geralmente, ndo ha incidéncia ou severidade de grdos
ardidos.

Para a variavel severidade de podriddo de espiga, na primeira época de colheita das
espigas, Tabela 5, ndo houve diferenca estatistica dos valores observados entre os grdos dos
hibridos no tratamento controle, porém, no tratamento Fv com inoculacéo das plantas com F.
verticillioides, maior incidéncia de podridao de espigas foi observada no hibrido RB9077. No
tratamento com a inoculagdo associada dos patdgenos F. verticillioides e S. maydis (FvSm)
observou-se 100% de podriddo de espigas para os hibridos RB9077 e P4285, diferenciando
estatisticamente dos demais. Provavelmente, devido ao teor de agua ser mais alto, 36 % nos
grdos colhidos na primeira época de colheita, houve alta colonizacdo com menor severidade
de infeccéo dos fungos de campo nos graos.

Foram observados sintomas de grdos ardidos ou podriddo em todos os hibridos
avaliados, independente da caracteristica do hibrido ou tipo de inoculacdo. Em evidéncia, a
inoculacdo FvSm foi a que propiciou maiores porcentagens de espigas doentes para todos 0s
hibridos avaliados. Neste tratamento, no AG7088 foi observada menor incidéncia de podriddo
(TABELA 5).
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Tabela 5 - Severidade de podridao de espiga (SPE) em porcentagem (%), de quatro hibridos
de milho, safra 2016/17, UFLA. (mar¢o/2017) com inoculacdo de Fusarium
verticillioides (Fv) e Stenocarpella maydis (Sm) e sem inoculacédo, controle (C).

COLHEITA1 INOCULACAO
Hibrido C Fv FvSm
AG7088 1,90 Ac 8,41 Bb 78,57 Ca
DKB390 4,28 Ac 10,79 Bb 85,71 Ba
P4285 3,49 Ab 8,09 Bb 100,00 Aa
RB9077 5,23 Ac 31,26 Ab 100,00 Aa

*Médias mailsculas nas colunas e minusculas nas linhas seguidas pela mesma letra ndo se diferenciam
estatisticamente entre si ao nivel de 5% pelo teste SCOTT-KNOTT
Fonte: Do autor (2018)

Na segunda época de colheita das espigas, a propor¢do de podriddo de espigas para o
hibrido RB9077 foi estatisticamente diferente dos demais hibridos com 41,7 % das espigas
com sintomas de podriddo. Vale salientar que os dados de sintomas de podridao de espigas

para os demais hibridos ndo foram estatisticamente diferentes (TABELA 6).

Tabela 6 - Severidade de podriddo de espiga (SPE) em porcentagem (%) de quatro hibridos de
milho, safra 2016/17, UFLA. Segunda colheita (maio/2017) com inoculacdo de
Fusarium verticillioides (Fv) e Stenocarpella maydis (Sm) e sem inoculacgéo,
controle (C).

COLHEITA?2 MEDIAS
Hibrido %
AG7088 30,79 B
DKB390 32,01B
P4285 3158B
RB9077 41,74 A

*Médias seguidas pela mesma letra ndo se diferenciam estatisticamente entre si ao nivel de 5% pelo
teste SCOTT-KNOTT.
Fonte: Do autor (2018)

Ainda em relacdo a segunda colheita, a infeccdo das espigas pelos patdégenos foi maior
quando foi realizada a inoculagdo das plantas com os dois fungos F. verticillioides e
Stenocarpella maydis (TABELA 7).

No tratamento controle, os sintomas de podridéo foram baixos com 5,3 %. No entanto,
quando as plantas foram inoculadas principalmente com os dois fungos houve mais incidéncia
de podridao de espigas, 85 %. Em geral, para o hibrido AG7088, classificado como resistente

observou-se 0 menor indice de podriddo de espigas nas duas colheitas e maior valor foi
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verificado no hibrido RB9077, classificado como susceptivel. No entanto, para o hibrido
P4285 classificado como resistente também foi observada maior incidéncia de podridao.

Tabela 7 - Severidade de podriddo de espiga (SPE) em porcentagem (%) de quatro hibridos
de milho, safra 2016/17, UFLA. Segunda colheita (maio/2017) com inoculagéo de
Fusarium verticillioides (Fv) e Stenocarpella maydis (Sm) e sem inoculagéo,
controle (C).

COLHEITA 2 MEDIAS
INOCULACAO %
Controle — C 535B
Fusarium verticillioides — Fv 11,38 B
F. verticillioides + Stenocarpella maydis - FvSm 85,35 A

*Médias seguidas pela mesma letra ndo se diferenciam estatisticamente entre si ao nivel de 5% pelo
teste SCOTT-KNOTT.
Fonte: Do autor (2018)

Reis et al. (2004) relatam que as espigas sao mais suscetiveis ao ataque de Fusarium
spp. dois dias apds a exposicao dos estigmas e, num menor grau, até 40 dias apds. A infeccao
por Stenocarpella spp. ocorre principalmente no periodo de duas a trés semanas apos a
polinizacdo, em condi¢cbes ambientais favoraveis. A infeccdo na espiga por esses
fitopatdgenos é favorecida por clima umido na fase de polinizacdo, mau empalhamento e por
injurias causadas por insetos (SHURTLEFF, 1992), condi¢bes semelhantes deste presente
estudo principalmente devido ao clima Umido na fase de polinizacdo e pelas injarias causadas
pelo processo de inoculacao.

Para a variavel porcentagem de espigas com sintomas de podriddo (PESP) os
resultados, na primeira e segunda colheita, foram significativos para a interacdo hibridos e
inoculagdes (P<0,05). O nimero de espigas com podriddo foi maior para o hibrido RB9077
no tratamento Fv com 39% seguido do hibrido P4285 com 26%, para a primeira e segunda
colheita, respectivamente. Quando as espigas foram inoculadas com os dois patdgenos
associados (FvSm) maior nimero de espigas com sintomas de podriddo foi observado para o
hibrido P4285 com 100% de sintomas, seguidos pelos AG7088 e RB9077 com 73% e 77%
para a primeira colheita. (TABELA 8).
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Tabela 8 - Porcentagem de Espigas com Sintomas de Podriddo (PESP) de quatro hibridos de
milho, safra 2016/17, UFLA. Primeira colheita (mar¢o/2017) e segunda colheita
(maio/2017) com inoculacdo de Fusarium verticillioides (Fv) e Stenocarpella
maydis (Sm) e sem inoculacdo, controle (C).

COLHEITA1 INOCULACAO
Hibrido C Fv FvSm
AG7088 1,00 Ac 9,00 Ch 73,00 Ba
DKB390 3,33 Ac 14,33 Cb 43,00 Ca
P4285 3,33 Ac 24,66 Bb 100,00 Aa
RB9077 9,00 Ac 39,00 Ab 77,00 Ba
COLHEITA?2 INOCULACAO
Hibrido C Fv FvSm
AG7088 9,00 Ab 3,10 Cc 80,00 Ba
DKB390 1,00 Bc 7,67 Chb 80,00 Ba
P4285 11,00 Ab 14,33 Bb 87,00 Aa
RB9077 11,00 Ac 26,67 Ab 90,00 Aa

*Médias mailsculas nas colunas e minusculas nas linhas seguidas pela mesma letra ndo se diferenciam
estatisticamente entre si ao nivel de 5% pelo teste SCOTT-KNOTT.
Fonte: Do autor (2018).

Para a segunda colheita, a porcentagem de espigas com sintomas de podriddo nos
hibridos P4285 e RB9077 foi maior em relacdo aos demais hibridos para todos os tratamentos
com diferenca estatistica entre estes dois hibridos apenas quando houve a inoculacdo com F.
verticillioides com valores de 14,3 % e 26,6 % (TABELA 8). Mais uma vez, evidenciou-se
que a inoculacdo associada dos patdgenos foi mais agressiva causando maiores danos as
espigas com espigas com sintomas de podridao acima de 80 %.

Os sintomas de grdos ardidos ou podriddo apareceram em espigas de todos os hibridos
avaliados principalmente quando a inoculacdo das espigas foi realizada com os dois
patdégenos. Como era esperada, a quantidade de espigas com sintomas foi similar a variavel
incidéncia de podriddo de espigas. Porem, neste caso houve interacdo dos hibridos com as
inoculacBes dos patdgenos. Tornou-se evidente que a inoculacdo associada dos patdgenos no
tratamento FvSm foi mais agressiva causando maior incidéncia e severidade dos patdgenos.

A redugéo da &rea foliar devido a outras doengas, como no caso da mancha branca e
cercosporiose observadas neste presente estudo, podem também predispor as plantas a
infeccdo de Stenocarpella (Dodd, 1980; Smith e White, 1988). Vale a pena ressaltar que em
relacdo a F. verticillioides, o patdgeno S. maydis causa mancha foliar além de gréos ardidos e

tem sido detectada com maior frequéncia e intensidade nas lavouras de milho conduzidas em
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monocultura. Além de causar dano pela reducdo da area foliar da planta as lesdes foliares tém
contribuido para producdo de inéculo para infeccdo dos colmos e da base da espiga
evidenciando um mecanismo de patogenicidade(REIS e CASA, 2000).

Para a variavel porcentagem de gréos ardidos (PGA), houve interacdo entre hibridos e
inoculagdes conforme os resultados das analises de varidncias. Para a primeira colheita,
verificou-se no hibrido RB9077 os maiores valores de porcentagem de grdos ardidos no
tratamento Fv (TABELA 9).

Tabela 9 - Porcentagem de Grédos Ardidos (PGA) de quatro hibridos de milho, safra 2016/17,
UFLA. Primeira colheita (margo/2017) e segunda colheita (maio/2017) com
inoculacdo de Fusarium verticillioides (Fv) e Stenocarpella maydis (Sm) e sem
inoculacéo, controle (C).

COLHEITA1 INOCULACAO
Hibrido C Fv FvSm
AG7088 0,54 Ac 3,02 Bb 63,82 Ba
DKB390 0,87 Ac 2,66 Bb 32,79 Ca
P4285 1,05 Ab 2,12 Bb 98,16 Aa
RB9077 3,05 Ac 6,45 Ab 64,45 Ba
COLHEITA?2 INOCULACAO
Hibrido C Fv FvSm
AG7088 1,47 Ac 4,55 Ab 72,47 Ca
DKB390 1,06 Ab 1,59 Ab 88,70 Ba
P4285 1,90 Ab 1,67 Ab 68,09 Da
RB9077 3,87 Ab 2,70 Ab 94,34 Aa

*Médias mailsculas nas colunas e minusculas nas linhas seguidas pela mesma letra ndo se diferenciam
estatisticamente entre si ao nivel de 5% pelo teste SCOTT-KNOTT. Fonte: Do autor (2018).

Na primeira colheita, para o tratamento FvSm com o0s patdgenos associados, para o
hibrido P4285 foi observada alta porcentagem de grdos ardidos, 98 %. Seguidas das
observadas para os hibridos RB9077 e AG7088 com 64,4% e 63,8%, respectivamente. J& para
0 hibrido DKB390, neste tratamento, houve menor porcentagem de gréos ardidos (TABELA
9).

Para a segunda colheita, a interacdo hibridos e inoculagdes ndo foi significativa.
Comparando o desempenho dos hibridos em relacdo as inoculagdes, verificou-se alta
porcentagem de gréos ardidos no tratamento FvSm variando de 68 % a 94 %, reproduzindo 0s
resultados dos testes anteriores (TABELA 9).

Mesmo com altos valores de grdos ardidos para os hibridos resistentes observaram-se

menores valores quando foi realizada a inoculacdo com os fungos F. verticillioides e S.
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maydis. RB9077 foi o hibrido com maiores valores de podriddo de grdos na condigdo de
inoculacdo FvSm com 94 % dos grédos doentes sendo que no tratamento controle o porcentural
de gréos ardidos foi de 3,8 %.

Mendes et al. (2012) observaram maior incidéncia de grdos ardidos para o hibrido
DKB390 quando inoculado com Fusarium verticillioides e Stenocarpella maydis em parcelas
isoladas. Estes resultados corroboram com a seguinte hipétese, quando as espigas dos hibridos
de milho sdo inoculadas com patdgenos, certamente ocorrera maior porcentagem de graos
ardidos.

Compilando os resultados, os sintomas de gréos ardidos ou podriddo apareceram em
todos os hibridos testados, independente da caracteristica do hibrido ou tipo de inoculagéo. A
guantidade de espigas com sintomas de podriddo da segunda colheita foi similar aos
resultados da primeira colheita. O hibrido AG7088 foi 0 que apresentou maior resisténcia a
infecgdo dos patdgenos. Por outro lado, valores mais altos de infecgdo dos patdgenos foram
observados para os hibridos P4285 e RB9077. Ressalta-se que a inoculagdo associada dos
patogenos F. verticillioides e S. maydis foi mais agressiva causando maiores danos as espigas.

A incidéncia destes fungos nos grdos normalmente ocorre pela infeccdo natural da
espiga no campo, favorecida por clima Umido e quente na fase de polinizacdo, mau
empalhamento e danos externos causados por insetos, 0 excesso de chuvas apds a maturacao
fisiologica dos grdos, o manejo da lamina de agua de irrigagdo e o manejo dos restos de
cultura (SHURTLEFF, 1992; AGRIOS, 1997; PINTO, 1998).

Resultados com diferencas na incidéncia de patdgenos em relacdo ao teor de agua dos
gréos foram analisados por Santin et al. (2004). Os autores avaliaram o efeito do retardamento
da colheita de milho na incidéncia de gréos ardidos e de fungos patogénicos e constataram
gue a permanéncia prolongada das espigas de milho na planta, ap6s a maturidade fisioldgica
dos grdos influenciou na reducdo da incidéncia de Fusarium verticillioides, seguindo a
reducdo do grau de umidade presente nos grdos. Por outro lado, os autores observaram que
houve aumento da incidéncia de F. graminearum e de espécies dos géneros Aspergillus e
Penicillium, quando os graos foram colhidos com graus de umidades menores.

A antecipacdo da colheita pode ser uma prética eficiente na manutencdo da qualidade
dos gréos (FARIA et al., 2002), podendo reduzir a incidéncia de grdos ardidos, principalmente
em regides com elevadas precipitacdes, pois os graos ficariam menos expostos a condicGes de
alta umidade e a presenga do indculo natural dos patdgenos que possam estar presente na area
de cultivo. Os graos foram colhidos na primeira colheita com 36 % de teor de agua com a

média da umidade relativa do ar de 70 % e na segunda colheita com 18 a 20% de teor de agua
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nos grdos e 78 % de umidade relativa do ar com reducgdo da precipitagdo pluviométrica. A
evolucdo da podriddo praticamente cessa quando o teor de dgua dos grdos atinge 21 a 22%
(PINTO et. al. 2005). Em hipotese, devido a reducdo da precipitagdo pluviométrica, ndo
houve efeito no teor de agua dos gréos, pelo contrario, houve reducdo, provavelmente
influenciou diretamente na severidade da infeccdo dos patdgenos. Em ambas as colheitas, 0s
grdos foram secos em secador de espigas a 35 °C até atingirem 13% de teor de &gua.

Os resultados obtidos neste estudo corroboram com a investigacdo realizada por
Spagnollo, Filho e Nesi . (2016) no qual os autores observaram na safra 2012/13 diferenca
significativa entre hibridos com 48,6% de grdos ardidos para DKB 240H considerado
moderamente resistente a grdos ardidos e 47,3% para o hibrido P30F53H na condicdo natural
de inoculacdo.

Em estudo conduzido com o intuito de investigar o comportamento de hibridos de
milho inoculados com fungos causadores de grdos ardidos em duas safras diferentes, Mendes
et al. (2012) obtiveram valores de incidéncia de fungos entre 2,6 % e 7,0 % na safra
2006/2007, sendo que as médias ndo diferiram entre si estatisticamente. JA na safra
2007/2008, os valores obtidos variaram de 4,7 % a 33 %, havendo diferencas estatisticas entre
os hibridos avaliados. Segundo os autores, a maior incidéncia do fungo na segunda safra
avaliada foi devido a maior intensidade de chuvas no final do ciclo da cultura. A significancia
da interacdo hibridos e inoculaces e safras, para a incidéncia de graos ardidos, permite inferir
qgue ha diferencas na reacdo dos hibridos avaliados quando inoculados com os fungos F.
verticillioides, S. maydis e S. macrospora e que isso € varia entre safras agricolas.

Comparando com o estudo de Mendes et al. (2012), os resultados obtidos nas duas
épocas de colheita na mesma safra, ndo diferiram entre si. Houve interacdo hibridos e
inoculacbes independentemente da época de colheita. No presente estudo, a temperatura
média da primeira época de colheita, em marco, para a segunda época, em maio, reduziu de
23 °C para 19 °C. Também houve reducdo da precipitacdo pluviométrica de 108 milimetros
para 25 milimetros. Enquanto isso a umidade relativa do ar manteve-se entre 70 % e 78 %
(GRAFICO 1).

Portanto, certamente o0s resultados observados neste estudo dos parametros
agrondmicos associados a resisténcia em grdos ardidos de hibridos de milho podem estar
associados as condi¢fes ambientais. Conforme ja mencionado, os dados climaticos obtidos
apos as inoculagdes dos patdgenos em fevereiro de 2017 até a primeira época de colheita em
marco com meédias de temperatura, precipitacdo pluviométrica e umidade relativa de 23 °C,

133,5 milimetros e 70 %, respectivamente. Enquanto que no intervalo da primeira para a
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segunda colheita, em maio, as medias foram de 20 °C, 41,5 milimetros e 76 %,
respectivamente podem ter influenciado na incidéncia e severidade dos fungos causadores de
graos ardidos. (GRAFICO 1).

Gréafico 1 - Dados médios de temperatura, precipitacdo pluviométrica mensal e umidade
relativa do ar em Lavras, MG, out/2016 a jul/2017. Dados obtidos no setor de
agrometeorologia da UFLA. A primeira época de colheita das espigas foi em
marco e a segunda época em maio.
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Fonte: Do autor (2018).

A influéncia da temperatura tem sido estudada para F. verticillioides, mostrando-se
estar adaptado a uma ampla faixa de temperatura (20 a 25 °C) (CASTELLA et al. 1999), faixa
também observada no periodo da inoculacdo até a segunda época de colheita. Como as médias
apresentadas sdo referentes aos dias de cada més, levou, em hipotese, que em alguns horarios
do dia a temperatura propiciou a infec¢do dos patdgenos com dias quentes e noites frias.

Casa, Reis e Zambolim (2006) verificaram que a faixa de temperatura entre 23 e 28°C
proporcionou maior crescimento do micélio de S. maydis, tanto sob luz continua como sob
fotoperiodo de 12 h. As temperaturas entre 28 e 33 °C propiciaram a maior porcentagem de
germinacdo dos conidios de S. maydis. Segundo Shurtleff (1992) a infec¢do natural ocorre
principalmente no periodo de duas a trés semanas apos a polinizagdo, com clima umido e
temperatura de 28-30 °C. Portanto, ap0s a inoculagdo das espigas a temperatura foi favoravel
a infeccdo e crescimento dos dois fungos.

Os dados do teste de sanidade foram apresentados, separadamente, em trés tabelas
sendo os resultados das duas primeiras tabelas a avaliacdo de severidade de Fusarium

verticillioides (Fv) e a ultima a avaliacdo de severidade de Stenocarpella maydis (Sm).
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Em relacdo a porcentagem de severidade de F. verticillioides, em grdos colhidos na
primeira época houve significAncia para a interacdo hibridos e inoculagBes. Entretanto, em
gréos colhidos na segunda época ndo houve significancia.

Para o tratamento sem inoculacdo, houve maior severidade de F. verticillioides em
grdos do hibrido P4285, colhidos na primeira época. Quando foi realizada a inoculacdo Fv,
ndo houve diferenca dos valores de severidade entre os hibridos avaliados. Quando foi
realizada a inoculacdo das espigas com os dois fungos, FvSm, houve maior severidade de F.
verticillioides em grdos do hibrido DKB390 e menor em grdos do hibrido P4285 (TABELA
10).

Tabela 10 - Severidade de infeccdo de gréos por Fusarium verticillioides. Teste de sanidade
Blotter test em quatro hibridos de milho, safra 2016/17, UFLA. Primeira colheita
com inoculagéo de Fusarium verticillioides (Fv) e Stenocarpella maydis (Sm) e
sem inoculacgdo, controle (C).

COLHEITA 1 (Fv) INOCULACAO
HIBRIDO C Fv FvSm
AG7088 4,84 Bb 6,61 Aa 4,28 Bb
DKB390 3,71 Bb 5,80 Aa 6,54 Aa
P4285 6,80 Aa 6,86 Aa 1,88 Cb
RB9077 4,67 Ba 6,32 Aa 5,87 Aa

*Médias mailsculas nas colunas e minusculas nas linhas seguidas pela mesma letra ndo se diferenciam
estatisticamente entre si ao nivel de 5% pelo teste SCOTT-KNOTT.

*Transformados pela equacdo (X+0,5)"0,5

Fonte: Do autor (2018)

Ao comparar os resultados de severidade de F. verticillioides em grdos colhidos na
primeira época foram observados valores diferentes entre os hibridos avaliados. Para o hibrido
DKB390, menor severidade foi observada quando ndo houve inoculacdo dos patdégenos nas
espigas. Ja para o hibrido P4285 menor severidade de F. verticillioides foi observada quando
houve a inoculagdo com os dois fungos associados, FvSm. Para o hibrido RB9077 ndo houve
diferenca significativa dos dados de severidade, independentemente dos tratamentos de
inoculagéo.

Ja na segunda época de colheita ocorreu significancia apenas para o fator inoculacéo e
ndo houve a interagdo entre hibridos e inoculagfes conforme demonstrado na Tabela 17
(ANEXO E). Quando os hibridos foram inoculados com F. verticillioides, tratamento Fv, foi

observada a maior severidade nos grdos, com média de 6,9 %. Para 0s demais tratamentos de
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inoculacdo, C e FvSm ndo houve diferenca significativa entre estes, com valores de 6 % e 5,8
%, respectivamente (Tabela 11).

Tabela 11 - Severidade de infeccdo de grdos por Fusarium verticillioides. Teste de sanidade
Blotter test. em quatro hibridos de milho, safra 2016/17, UFLA. Segunda
colheita com inoculagdo de Fusarium verticillioides (Fv) e Stenocarpella maydis
(Sm) e sem inoculacdo, controle (C).

COLHEITA 2 (Fv) INOCULACAO MEDIAS
Controle - C 6,00 B

Fusarium verticillioides - Fv 6,91 A

F.verticillioides + Stenocarpella maydis - FvSm 5,86 B

*Meédias seguidas pela mesma letra ndo se diferenciam estatisticamente entre si ao nivel de 5% pelo
teste SCOTT-KNOTT. *Transformados pela equagéo (X+0,5)"0,5.
Fonte: Do autor (2018)

Foi possivel observar que os valores de severidade de Fusarium verticillioides
permaneceram nos nhiveis de tolerdncia indicada por agroindustrias e cooperativas de graos,
cuja tolerancia maxima é de 6% para a incidéncia de grdos ardidos em lotes comercias de
milho (PINTO et al. 2007).

Enquanto isso foi observada interacdo entre hibridos e inoculagcdes conforme a anélise
de variancia referente a severidade do patdgeno Stenocarpella maydis em grdos colhidos na
primeira e segunda época (Tabela 18) (ANEXO D).

Para a primeira colheita ndo houve severidade de S. maydis quando os hibridos foram
inoculados apenas com Fusarium verticillioides e no tratamento controle, sem inoculagéo
(TABELA 12). J& quando as espigas foram inoculadas com F. verticillioides e S. maydis
associados, houve alta severidade deste patdgeno com valores de 84 % a 100 %. Maior
severidade do patdgeno foi observada em grdos dos hibridos AG7088 e P4285 e menor nos

grdos dos hibridos DKB390 e RB9077, sendo estes ultimos considerados como susceptiveis.
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Tabela 12 - Severidade de infeccdo de grdos por Stenocarpella maydis. Teste de sanidade
Blotter test em quatro hibridos de milho, safra 2016/17, UFLA. Primeira colheita
(margo/2017) e segunda colheita (maio/2017) com inoculacdo de Fusarium
verticillioides (Fv) e Stenocarpella maydis (Sm) e sem inoculacéo, controle (C).

COLHEITA 1 (Sm) INOCULACAO
Hibrido C Fv FvSm
AG7088 1,33 Ab 0,00 Ab 97,48 Aa
DKB390 0,00 Ab 0,00 Ab 84,89 Ba
P4285 0,00 Ab 0,00 Ab 100,00 Aa
RB9077 0,00 Ab 0,00 Ab 88,00 Ba
COLHEITA 2 (Sm) INOCULACAO
Hibrido C Fv FvSm
AG7088 0,44 Bb 4,00 Bb 81,78 Ba
DKB390 0,00 Bb 0,00 Bb 95,11 Aa
P4285 0,00 Bb 0,00 Bb 82,22 Ba
RB9077 0,44Bb 0,00 Bb 98,22 Aa

*Médias mailsculas nas colunas e minusculas nas linhas seguidas pela mesma letra ndo se diferenciam
estatisticamente entre si ao nivel de 5% pelo teste SCOTT-KNOTT. Fonte: Do autor (2018).

Quanto a severidade de Stenocarpella maydis em gréos colhidos na segunda época ndo
houve diferenca significativa nos valores de incidéncia entre hibridos nos tratamentos com F.
verticillioides (Fv) e controle (C). Entretanto, na condicdo de inoculacdo associada, FvSm,
todos os hibridos apresentaram alta severidade do patdgeno, sendo que os maiores valores
foram observados em grdos dos hibridos DKB390 e RB9077, considerados susceptiveis
(TABELA 12).

Portanto, foi observada alta severidade do patégeno nas duas épocas de colheita
qguando as espigas foram inoculadas com os dois fungos associados (FvSm), o que
comprometeria a comercializacdo destes grdos para a indastria provavelmente devido a
reducdo da qualidade qualitativa e quantitativa destes grdos, principalmente, na qualidade
nutricional. Independentemente da época de colheita, 0s graos inoculados com os dois fungos
ficaram totalmente apodrecidos. Certamente, a infeccdo do patdgeno S. maydis foi mais
severa devido as condi¢bes ambientais e pelo rompimento das barreiras de resisténcia das
plantas pela primeira inoculagdo com os fungos F. verticillioides.

Esta variacdo nos resultados de severidade nos genoétipos analisados foi condizente
com os resultados de incidéncia obtidos por Mario, Gozuen, e Juliatti (2017) para a
classificacdo de hibridos resistentes e susceptiveis. Os autores avaliaram diversos materiais

em regides diferentes do estado de Minas Gerais com a inoculagéo de espigas de milho
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usando os indculos dos patdgenos Stenocarpella maydis e S. macrospora. Os resultados da
andlise conjunta para cada regido permitiram a classificacdo dos hibridos de acordo com a
incidéncia de graos apodrecidos. No geral, houve variacdo na resisténcia dos hibridos por
regido mostrando um efeito ambiental na expressdo da caracteristica. Os autores observaram,
por meio da analise conjunta, que na regido do Cerrado houve maiores porcentagens de
incidéncia de grdos apodrecidos cujos valores variaram de 9,52 a 13,16%. Neste mesmo
estudo, observou-se menor incidéncia do fungo S. maydis, variando de 10 a 13%.
Independentemente da regido e do meio ambiente, uma prevaléncia de S. macrospora em
comparagdo com S. maydis, foi encontrada em amostras de gréos ardidos.

Para Stenocarpella spp. os valores de incidéncia de podriddo de grdos mostraram
distribuicdo continua, indicando a possibilidade de que esta resisténcia seja condicionada por
mais de um fator (MARIO; GOZUEN e JULIATTI, 2017). Mdltiplos aspectos genéticos sdo
responsaveis pela resisténcia a podriddo de grdos quando a podriddo € causada por
Stenocarpella spp. (OLATINWO et al. 1999, GUTIEREZ, 2008).

Marques et al. (2009) observaram a incidéncia de Fusarium spp. em amostras de graos
de uma lavoura comercial de milho implantada com o hibrido 2B710. Em grdos com 18 % de
teor de &gua houve a incidéncia de 6 % em condic¢des naturais de inoculacdo. Nesses casos, a
podridao da espigas de Fusarium tende a diminuir com a maturidade fisiolégica do milho,
guando a umidade dos grdos comegcam a diminuir (BREWBAKER, 2014). N&o houve
diferenca significativa entre as duas épocas de colheita para a severidade do fungo F.
verticillioides. Independentemente do tratamento a severidade foi constante entre todos 0s
hibridos variando de 3,7 % a 6,9 %. Ressalta-se que para o hibrido P4285 foi observada
menor severidade nos gréos da primeira colheita quando inoculado com os dois fungos com
valor de 1,8 %. Houve severidade de F. verticillioides nos grdos com 36 % e 18 % de teor de
agua apdés a maturacdo fisiologica. Vale lembrar que neste periodo houve aumento da
umidade relativa do ar e reducdo da precipitacdo pluviométrica e da temperatura (GRAFICO
1).

Provavelmente, os resultados obtidos com valores expressivos de severidade de gréos
ardidos em grdos de hibridos da categoria resistente podem ser atribuidos a pressdo de
indculos aplicados diretamente no estilo estigma das espigas, podendo romper as barreiras
fisicas e bioquimicas de defesa da planta contra a infeccdo destes patogenos e pelo fato de néo
ter sido realizado o controle quimico com fungicidas. Segundo Brito et al. (2012), o controle
de doencas foliares do milho por meio da aplicacdo de fungicidas também contribui para a

reducdo na incidéncia de graos ardidos.
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Portanto, por meio do teste de sanidade (Blotter test) foi possivel diagnosticar e
identificar, em laboratorio, os fungos que estdo incidindo sobre os grdos dos hibridos. Isto
permitiu, além de uma melhor avaliacdo da resisténcia dos materiais aos fungos causadores de
podriddes de espigas, estudar a reacdo a cada espécie de fungo separadamente (MARIO;
REIS, 2001).
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CONCLUSOES
Para o hibrido RB9077, classificado como susceptivel aos fungos que causam graos ardidos,
foi observada maior produtividade.

Os sintomas de grdos ardidos foram observados em todos os hibridos testados,
independentemente das caracteristicas destes ou tipo de inoculagéo.

Houve maior infeccdo dos graos de milho pelo fungo S. maydis nos hibridos considerados de
baixa resisténcia DKB390 e RB9077.
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CAPITULO 2

QUANTIFICACAO RELATIVA DE GENES ASSOCIADOS A MECANISMOS DE
DEFESA CONTRA FUNGOS CAUSADORES DE PODRIDAO DE GRAOS EM
MILHO

RESUMO

Nos Ultimos anos tem-se observado uma grande incidéncia de fungos causadores de
“grdos ardidos” na cultura do milho em todo Brasil, sendo o principal deles o Fusarium
verticillioides. A alternativa mais eficiente e competitiva de controle desta doenga consiste na
utilizacdo de hibridos de milho resistentes ao patdgeno. O objetivo nesta pesquisa foi
investigar a expressdo de genes associados aos mecanismos de defesa contra os patdgenos
causadores de podriddo de gréos. Dois hibridos comerciais de milho, sendo um resistente e o
outro susceptivel a podriddo de grdos conhecida como gréos ardidos, foram utilizados neste
experimento. Quando do florescimento das plantas foram realizadas inoculagdes de Fusarium
verticillioides e Stenocarpella maydis mais o tratamento controle, sem inoculagdo. A colheita
dos gréos foi realizada em duas épocas, a primeira em margo e a segunda em maio. As espigas
foram colhidas e os grdos homogeneizados e submetidos a analise protedbmica e a
transcriptbmica, sendo essa Ultima por meio da técnica de PCR em tempo real. Primers
associados aos genes alvos foram testados e selecionados pelo teste de eficiéncia. Ocorreu
maior expressdo das proteinas resistentes ao calor em grdos do hibrido resistente P4285. Nao
houve expressdo de proteinas resistentes ao calor nos hibridos quando inoculados com os
fungos associados. Pela analise de expressdo de transcritos foi observado que os niveis de
expressao do gene LOX 8 em grdos do hibrido resistente P4285 foi maior que no hibrido
susceptivel DKB390 indicando estes genes como fortes candidatos para selecdo de materiais
com resisténcia aos fungos causadores de podriddo de gréos.

Palavras chave: gréos ardidos; LEA; gPCR; Zea mayze
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ABSTRACT

In recent years, a large incidence of fungi causing "moldy grains" has been observed in
the maize crop throughout Brazil, the main being Fusarium verticillioides. The most efficient
and competitive alternative to control this disease is the use of pathogen resistant maize
hybrids. The objective of this research was to investigate the expression of genes associated
with defense mechanisms against pathogens causing grain rot. Two commercial corn hybrids
being one resistant and the other susceptible to grain rot known as moldy grains were used in
this experiment. When the plants were flowering, inoculations of Fusarium verticillioides and
Stenocarpella maydis plus control treatment were performed without inoculation. Grain
harvesting was carried out at two harvest times. The spikes were harvested and the grains
homogenized and submitted to proteomic analysis and transcriptomy, the latter being by
means of the real-time PCR technique. Primers associated with target and endogenous genes
were tested and selected by the efficiency test. Higher expression of the heat-resistant proteins
in grain of the resistant hybrid P4285 occurred. There was no expression of heat-resistant
proteins in the hybrids when inoculated with the associated fungi. By expression analysis of
transcripts it was observed that the expression levels gene of LOX 8 in grains of the resistant
hybrid P4285 was higher than in the susceptible hybrid DKB390 indicating these genes as
strong candidates using the selection of materials with resistance to fungi causing grain rot.

Keywords: moldy grains; LEA; gPCR; Zea mayze
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1 INTRODUCAO

O milho (Zea mays L.) é considerado uma das mais importantes e antigas culturas
agricolas, caracterizado pela sua forma de utilizacdo que vai desde a alimentacdo de humanos
e animais até a industria de alta tecnologia.

A produtividade crescente desse grdo no Brasil pode ser atribuida aos avangos de
tecnologias disponiveis aos agricultores. No entanto, aléem da produtividade, boas
caracteristicas sanitarias dos graos sao fundamentais para atender as demandas da inddstria.

Com a ampla diversidade de épocas de semeadura nas diferentes regides de cultivo, a
cultura fica no campo quase o ano todo, o que facilita a sobrevivéncia e a disseminacdo de
patdgenos, podendo causar a morte de plantulas, podriddo de raizes, de caules, de espigas e
gréos.

As podridbes de espiga e os grdos ardidos sdo causados por patdgenos que podem
afetar o rendimento da cultura, diminuindo a qualidade e o peso dos grdos. A incidéncia
destes patdgenos nos grdos de milho ainda pode estar associada a producdo de micotoxinas.
Os principais fungos toxigénicos predominantes na cultura do milho s&o do género Fusarium,
Penicillium, Aspergillus e Stenocarpella. Dentre estes, merecem destaque o Fusarium
verticillioides e o Stenocarpella maydis o0s quais infectam colmos, espigas e
consequentemente os grdos, podendo inviabilizar a comercializagéo destes.

Para o manejo adequado da podridao rosada causada por F. verticillioides e podridao
branca, doenca causada por Stenocarpella maydis é necessario o conhecimento dos
mecanismos de defesa da planta contra estes patdgenos.

O sistema imunol6gico das plantas é composto de duas camadas de receptores
(DODDS e RATHJEN, 2010). A primeira camada confere resisténcia basal & maioria dos
patdgenos "possiveis”. A imunidade basal é conferida por receptores na face externa da célula
hospedeira que reconhecem estruturas microbianas conservadas, como a flagelacdo de
bactérias ou a componente de parede celular fungica quitina. Os microrganismos precisam
ultrapassar esta primeira camada de defesa com um conjunto correspondente de efetores de
viruléncia para invadir uma célula hospedeira. Por exemplo, a proteina RIN4 de Arabidopsis é
um regulador mestre da defesa basal e é o alvo de vérias proteinas efetoras bacterianas
(MACKEY et al. 2002). O segundo nivel de receptores de defesa consiste de receptores
intracelulares pertencentes a familia conservada de proteinas repetidas ricas em leucina

(NLRs), que reconhecem moléculas efetoras especificas.
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As plantas conseguem mudar a constituicdo de compostos moleculares como um
mecanismo de resposta, e muitas dessas alteragcdes podem estar diretamente relacionadas com
defesa e protecdo (DE WIT, 2007). A cascata de sinalizacdo envolve entre outras moléculas, o
acido salicilico (AS), acido abscisico (ABA), o acido jasmonico (AJ) e seu metil ester, metil
jasmonato (MeJa) e o etileno (ET), como principais compostos capazes de induzir a expressao
de muitos genes relacionados a defesa por meio de rotas diferentes (PERVIEUX et al., 2004;
CAOetal., 2011).

Sabe-se que uma rota metabolica de defesa vegetal muito importante na defesa contra
estresses bidticos, é denominada rota octadecanoide, a qual culmina com a produgdo do acido
jasmoénico, um fitohormona relacionado ao estresse vegetal que ativa muitas respostas de
defesa (Soares e Machado, 2007).

Resultados de expressao génica foram obtidos por Shu et al. (2017) em um estudo com
objetivo de identificar novos genes candidatos de resisténcia, caracterizando sua expressao
temporal em resposta a infeccdo e comparando a expressdo desses genes com genes
conhecidos por serem associados a defesa da planta. A colonizacdo flngica e as alteracdes da
transcricdo em grdos inoculados com cada fungo foram monitoradas as 4, 12, 24, 48 e 72
horas apds a inoculacdo (hpi). Os autores observaram que varios genes que codificam as
reductases de &cido 12-oxo-fitodienoico do milho (OPRs) e lipoxigenases (LOXs) foram
diferencialmente expressos em sementes de milho em resposta a fungos.

Pereira et al. (2017) analisaram a expressdo quantitativa relativa do gene LOX8, que
codifica para um tipo de lipoxigenase, os autores afirmaram que houve a diferenciacdo da
linhagem endogamica 83, os mais vulneraveis a podriddo de espiga em relacéo aos outros; no
entanto, neste caso, maior expressdo do gene foi observado. As lipoxigenases catalisam
reacOes de incorporacdo de oxigénio em &cidos graxos livres na cadeia de carbono que tém
oxidos lipidicos como produto, como o acido jasmonico e metil-jasmonato, envolvidos na
comunicagéo inter e intracelular e, sobretudo, na 0 mecanismo de defesa das plantas.

A identificacdo de regides causais associadas a resisténcia a Fusarium verticillioides
pode ser util para entender mecanismos de resisténcia e ser utilizada em programas de
melhoramento. O estudo de associacdo gendmica ampla (GWAS) foi conduzido para
identificar marcadores candidatos associado a resisténcia a podriddo de orelha causada pelo
fungo F. verticillioides. Um total de 242 linhagens de milho foram genotipadas com 23.153
marcadores DArT-seq. Um total de 12 DArTSs foi associado a resisténcia a podriddo auricular.
Alguns DArTs foram localizados proximos a genes com fungdes diretamente relacionadas a

resisténcia a podriddo de espiga, como um gene responsavel pela resposta imune inata que
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pertence a classe de receptores NBS-LRR. Alguns marcadores também foram intimamente
associados a genes que sintetizam fatores de transcricdo (nactfll e nactf6l), genes
responsaveis pelo processo de oxidacdo-reducdo e atividade da peroxidase. Estes resultados
foram importantes, uma vez que alguns marcadores candidatos podem apresentar relacéo
funcional com a resisténcia a podriddode espiga no milho (DE JONG et al. 2017)

Neste contexto, os objetivos neste trabalho foram investigar a expressdo de genes
associados a defesa da planta contra a infeccdo dos patdgenos F. verticillioides e
Stenocarpella maydis em gendétipos de milho com diferentes niveis de resisténcia a podriddo

de gréos.

2 MATERIAIS E METODOS

A pesquisa foi conduzida em area experimental e no Laboratério Central de Sementes
do Departamento de Agricultura (DAG) da Universidade Federal de Lavras (UFLA), em
Lavras, MG, cujas coordenadas sdo latitude 21°14'S, longitude 40°17'W e altitude de 918,8 m.
Esta regido apresenta clima tipo Cwb (clima temperado maritimo/clima tropical de altitude -
regides serranas) da classificacdo de Koppen (1900). A temperatura média anual é de 19,4°C,
a pluviosidade se distribui, principalmente de outubro a abril, com valores médios anuais de
1529,7 mm.

Foram utilizados dois hibridos comerciais de milho com diferentes niveis de
resisténcia a podriddo de grdos conhecida como grdos ardidos. As informacGes relativas a
resisténcia dos materiais a grdos ardidos foram passadas por profissionais que trabalham na
4rea (TABELA 13).

Tabela 13 - Hibridos de milho resistentes e susceptiveis & podriddo de gréos selecionados para
os testes de campo e para as analises moleculares.

Resistente Susceptivel
ID Hibrido Empresa ID Hibrido Empresa
R1 P 4285 YH Pioneer S1 DKB 390 Pro2 Monsanto

ID: identificacdo; R1: resistente 1; R2: resistente 2; S1: suscetivel 1; S2 suscetivel 2; AG: Agroceres;
P: Pioneer; RB: Riber; DKB: Dekalb; YH: Optimum® Intrasect®; Pro: resistente a lagartas; Pro 2:
resistente a todos os tipos de lagartas e ao glifosato.

Sementes de cada hibrido foram semeadas em 40 linhas espacadas de 0,6 m em
novembro de 2016 com estande de populacdo de plantas recomendado para estes hibridos de

60.000 plantas por hectare conforme recomendacdes técnicas das empresas produtoras de
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sementes. No total, foram utilizadas quatro parcelas com oito linhas para cada hibrido com a
realizacdo de duas colheitas em épocas diferentes. Sendo assim, foi necessario separar quatro
linhas por tratamento, cada linha por repeticio com 3,6 m% 30 espigas de cada uma das 8
linhas das parcelas Uteis foram inoculadas . Das quatro parcelas de cada hibrido foram
inoculadas 8 linhas com Fusarium verticillioides, oito linhas com os dois fungos associados
Fusarium verticillioides e Stenocarpella maydis e duas parcelas ndo foram realizadas
inoculacbes. Todas as inoculacdes foram realizadas sempre no final do dia, quando a
temperatura se encontrava mais baixa.

A semeadura foi realizada manualmente em novembro de 2016. A adubacdo de plantio
foi de 400 Kg ha™ da formulagéio comercial 8-28-16. A adubacéo de cobertura foi realizada
com a aplicacdo de 300 kg ha™ da formulacéo comercial 30-00-20 entre os estadios V4 e V5.
Os demais tratos culturais foram realizados conforme recomendacdo agronémica para a
cultura.

O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado em esquema
fatorial 2x3x2 sendo dois hibridos, inoculacdes com Fusarium verticillioides e Stenocarpella
maydis e tratamento sem inoculacédo e duas épocas de colheita das espigas.

Para o processo de inoculacdo, foi usado o isolado de Fusarium verticillioides F425
com origem de gendtipos de milho cultivados na cidade de Sinope, estado de Mato Grosso,
sendo criopreservado na Micoteca da Embrapa Milho e Sorgo em Sete Lagoas - MG. O
isolado de Stenocarpella maydis Sm290 ndo tem origem definida e foi cedido pela Micoteca
da UFLA. Primeiramente foi preparado o meio de cultura BDA (Batata-dextrose-agar)
conforme protocolo (ANEXO A) para a replicacdo dos fungos F. verticillioides e 0 meio
Aveia agar — Oatmeal Agar (AO) para os fungos S. maydis (ANEXO B). Logo em seguida 0s
isolados foram repicados em capela de fluxo e colocados em placas de petri para a producédo
do indculo. As placas contendo os meios e o0s fungos repicados foram devidamente lacradas e
incubadas em cdmaras do tipo BOD com temperatura ajustada para +27 °C e fotoperiodo de
12 horas. O crescimento e desenvolvimento dos fungos ocorreram durante 14 dias para 0s
fungos da espécie verticillioides do género Fusarium e 20 dias para S. maydis.

Os conidios de F. verticillioides e de S. maydis foram suspensos em agua destilada e a
contagem dos conidios foi realizada em camara de Neubauer, obedecendo a quantidade ideal
de inéculos. A concentracdo da suspensdo dos fungos F. verticillioides foi de 1 x 10° conidios
mL? e para S. maydis foi de 1 x 10° conidios mL™. Foram aplicados 5 mL, de ambos, nos
estilos estigmas das espigas através de seringa e agulha. A inoculagdo de F. verticillioides foi

realizada 15 dias apés todas as plantas da parcela terem emitido o estilo-estigmas (Bensch et
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al. 1992; Reid e Mather 1996; Clements et al. 2003). Cinco dias apds a inoculagdo com F.
verticillioides foi realizada a inoculacdo de S. maydis, ou seja, 20 dias ap6s todas as plantas
terem emitido o estilo-estigma. Todas as inoculagdes foram realizadas com seringas e agulhas
com penetracdo pelos estiloestigmas das espigas.

As espigas de milho foram colhidas manualmente, em duas épocas diferentes, a
primeira em marco e a segunda em maio, simulando as diferentes épocas de colheitas
realizadas pelos produtores de graos deste cereal. A primeira colheita de espigas foi realizada
47 dias apos a inoculacdo dos patdgenos em quatro das oito linhas de cada parcela para cada
hibrido quando os gréos se apresentavam com 36% de teor de agua. A segunda colheita de
espigas das linhas remanescentes foi realizada 90 dias apds a inoculagdo dos patdgenos
guando os graos estavam com 18 a 20% de teor de agua.

As espigas de milho das duas colheitas foram acondicionadas em secadores de gaveta
com temperatura de 35°C até atingir 13% de teor de agua. Apos a secagem, os graos foram
beneficiados manualmente, amostras compostas contendo 1000 gramas de gréos de cada
tratamento foram coletadas e encaminhadas para o Laboratério Central de Sementes onde
foram armazendas em camara fria com temperatura de 10 °C para analises posteriores.

Ap0s a secagem, sub amostras dos grdos com 13% de teor de dgua de cada linha por
tratamento para cada época de colheita foram separadas e entdo reservadas para as analises
moleculares. As amostras foram encaminhadas para o Laboratério Central de Sementes e
imediatamente congeladas em nitrogénio liquido e armazenadas a -80 °C em ultra freezer
(®Sanyo Scientific Biomedical) no Laboratério Central de Sementes da UFLA.

A analise de protéinas resistentes ao calor foi realizada em gréos colhidos em duas
épocas dos hibridos P4285 e DKB390 cujas plantas foram inoculadas no campo, conforme
descricdo anterior. Com o auxilio de um moinho o material foi moido mantendo a temperatura
da amostra refrigerada. Do material moido foram pesados 100 mg de cada amostra, calculado
0 volume de tampéo de extracéo a ser utilizado foi acrescentado 0,1% de _mercaptoetanol do
volume total de tampdo de extragdo. Em seguida, acrescentou-se solucdo tampéao (50 mM
Tris-HCL pH 7,5; 500mM NaCl; 5mM MgCl,; 1mM PMSF) na proporgao de 1:10 (peso do
material: volume tamp&o de extracdo), e o sobrenadante foi transferido para micros tubos com
volume de 1,5 mL. Os homogeneizados foram centrifugados a 14000 rpm por 30 minutos, a 4
°C, e os sobrenadantes foram removidos para novos micros tubos e incubados em banho-
maria a 85°C por 15 minutos e novamente centrifugados nas mesmas condic¢des descritas
anteriormente. Antes da aplicagdo no gel, 70uL de extrato foram retirados e transferidos para

novos micros tubos e acrescentados 40uL de solugdo tampdo da amostra (2,5mL de glicerol;
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0,469 de SDS; 20 mg de azul Bromofenol). Os tubos foram colocados em banho-maria com
agua em ebulicdo por 5 minutos (BLACKMAN et al. 1991). As amostras do extrato com
proteinas + tampdo da amostra foram aplicadas volume de 50uL em cada canaleta em gel de
poliacrilamida SDS-PAGE a 12,5% (gel separador) e 6% (gel concentrador). A corrida
eletroforética foi realizada a 120 Volts e os géis corados em Coomassie Blue R 250 a 0,05%,
durante 12 horas e descorados em solugdo de acido acético 10% (ALFENAS, 2006).

2.1 Desenho e selecéo dos primers

Para realizar a anélise de expressdo génica relativa, por meio da gPCR, primeiramente
foram identificados genes associados ao mecanismo de defesa da planta contra patogenicidade
relacionada aos fitopatdgenos Fusarium verticillioides e Stenocarpella maydis causadores de
grdos ardidos e também genes que codificam enzimas responsaveis pela defesa da planta.
Primeiramente, foi realizada uma busca por genes alvos relatados em trabalhos cientificos e as
sequéncias de nucleotideos foram conferidas no banco de dados NCBI (National Center for
Biotechnology Information) relacionadas com as caracteristicas desejaveis.

As sequéncias nucleotidicas encontradas foram alinhadas por meio da ferramenta
BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) com sequéncias depositadas no banco especifico
para milho, Mayze GDB (Mayze Genect and Genomics Database). Assim, foi possivel
realizar uma busca mais apurada dos dados conferindo-se cada uma das sequéncias e
padronizando-as para o desenho de primers.

Apbs as andlises dos genes alvos nos bancos de dados, iniciou-se o desenho dos
primers por meio do programa OligoPerfect™ Designer disponivel na péagina da Thermo
Fisher Scientific conforme o0s pardmetros recomendados, como o tamanho do
oligonucleotideo que varia de 18 a 20 pares de bases (pb), porcentagem de Citosina e Guanina
(CG), de 30 a 50% e aqueles com alta capacidade de formacdo de grampos (hairpin) e
dimeros foram eliminados buscando otimizar a qualidade da reagéo de PCR.

Para verificar a qualidade dos pares de primers desenhados e a formacdo de dimeros,
as sequéncias foram testadas no programa OligoAnalyzer 3.1 disponivel na péagina da
Integrated DNA Technologies e na sequéncia encaminhadas para a sintese dos
oligonucleotideos (Tabela 14).

Os genes de referéncia utilizados foram Actina e GAPDH (glyceraldehyde-3-
phosphate dehydrogenase).
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2.2 Analises da expressao relativa de transcritos por meio da PCR em tempo real

As analises moleculares foram realizadas no Laboratorio Central de Sementes, da
Universidade Federal de Lavras (UFLA). Foram utilizadas amostras compostas de grédos
colhidos em duas épocas de colheita e oriundas do tratamento controle (sem inoculacéo), do
tratamento com inoculacdo de F. verticillioides e do tratamento com a inoculagéo dos dois
fungos associados F. verticillioides e Stenocarpella maydis.

A andlise quantitativa da expressao génica dos transcritos envolvidos no processo de
resisténcia a graos ardidos por meio da qPCR foi dividida em quatro etapas: Extracdo e
Purificacdo do RNA dos grdos, Transcricdo Reversa para sintese do cDNA, gPCR e andlise

dos resultados.



Tabela 14 - Pares de primers desenhados a partir das sequéncias génicas depositadas no banco de dados Mayze GDB e NCBI relacionadas com a

defesa da planta contra o ataque de fungos causadores de podriddes de gréos.

ID MayzeGDB Sequéncia 5°- 3’ Bases Informac6es Referéncia ID NCBI
GRMZM2G472248 Fw GCTGTGCCATGAGATGTGAC 20 LEA3 Caixeta (2012); D0244216.1
GRMZM2G472248 RV AGGAGGAGCACAAGAGAGCA 20  Proteina: BETNY6_MAIZE (B6TNY6) Jia, J. (2006); '
GRMZM2G171383_ F  CGAGCGTGATGTGGAAAAC 19 T i .

GRMZM2G171383 R~ CGGTGGATGGATTACCAGTC 20 aGn'?;-cli-gffalnsIe:Pa?s: %?o%lsﬁ?slenge triptofano,  CaiXeta (2012) AFW58503.1

GRMZM2G069095 F  TATGGCCTTGGTGGTTCTTC 20 H + pirofosfatase inorganica Caixeta (2012) AFW70478

GRMZM2G069095 R~ CTACCTTCCCCACAAGGTCA 20 H_ppase Yuge et al. (2008)

GRMZM5G822137_ F  TTCTTCTCAGCGATCCGTCT 20 e assoiated domain HMA: O

gimimiggiii‘iw gii&iﬁ%ﬁ%{igﬁiﬁi ;g (HMA) & um dominio conservado que Bull e Cox (1994) DAA55967.1
- transporta ou desintoxicam metais pesados.

GRMZM5G822137 Rv TCACACGGAAACAGAACAGC 20

GRMZM2G092474 F  GCTCATCCAAACTCACAGCA 20

GRMZM2G092474_R GAGGAGGAGAAGAGAGGACGA 21 Proteina precursora ndo caracterizada. Fantazzini (2014) DAA57162.1

GRMZM2G092474 Fw TGAACGCTCATCCAAACTCA 20  Taumatina; Alexandrov et al. (2009)

GRMZM2G092474 Rv  GAGGAGGAGAAGAGAGGACGA 21

GRMZM2G080054 F  ATCGTTCAGTTTGGGACCTG 20  TPA: proteina de super familia de dominio

GRMZM2G080054 R TGAGCAGCATCACAATCACA 20  deligagéio HLH (Helix-loop-helix) putativa ~ Fantazzini (2014)

GRMZM2G080054 Fw CTAAAGGTTGGTGGGTCGAA 20 g(’)olt)e,'\lnzsq'jgf;tg;i Oﬁgi‘;tgf:: 32’ ligaao é'ggg)”dro" etal. DAA35990.1

GRMZM2G080054 Rv  TGGCCTCCTCCTCTTATGAA 20 transcricdo.

GRMZM2G106748 F  GCTAGCACCCTTCCTTCCTC 20

GRMZM2G106748 R ATGGCGATGTGGTTCTCAG 19 9-lipoxigenase e 9-hidroperoxido liase. .

GRMZM2G106748_Fw GAGCTAGCACCCTTCCTTCC 20 Biossintese de dcidos gre?xos; Christensen etal. (2014) - DAAS4790.1

GRMZM2G106748 Rv  ATGGCGATGTGGTTCTCAG 19

GRMZM2G104843_F GTGTCCTCCTCGAGCTCATC 20 Enzima Linolenato lipoxigenase; Nemchenko et al. (2006) DAA37595 1

GRMZM2G104843 R CCGTCTTGACGTCCTTCTTC 20  Biossintese de acido jasmonico Pereira et al. (2017) '

GRMZM2G046804_F  AAAGGACACGAGCGCTTAAA 20 GAPDH Gliceraldeido-3-fosfato Manjunath; Sachs, AFW61325.1

GRMZM2G046804 R  TGGCGAGTAGAGGAGCTAGG 20  desidrogenase 1 isoforma 1. (1997) '

GRMZM2G126010 F  GGGATTGCCGATCGTATGAG 20 .

GRMZM26126010:R GAGCCACCGATCCAGACACT 20 ACTINA — Isoforma 3, HSP70 Lin et al (2011) AFW81800.1

Fonte: Do autor (2018)
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https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/cdd/cddsrv.cgi
http://corncyc_b73_v3.maizegdb.org/gene?orgid=CORN&id=GDQC-106364
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene?cmd=Retrieve&dopt=full_report&list_uids=100276695#reference-sequences
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene?cmd=Retrieve&dopt=full_report&list_uids=100276695#reference-sequences
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/18937034/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/18937034/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/18937034/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/DAA54790
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/DAA54790
http://corncyc_b73_v3.maizegdb.org/gene?orgid=CORN&id=GDQC-104907#tab=REFS
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/AFW61325
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/AFW61325
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2.3 Extracéo e purificagdo do RNA dos gréos de milho

Para as analises moleculares foram utilizados grdos dos dois hibridos, sendo P 4285 e
resistentes a doenca graos ardidos e DKB 390 susceptivel. Seis grdos de cada amostra
composta dos tratamentos dos hibridos foram submetidos a maceracdo manual com auxilio de
pistilos e cadinhos ou mortar usando nitrogénio liquido. O macerado da amostra bioldgica foi
transferido para micros tubos tipo Eppendorf 1,5 mL e pesados em balanca aferindo o seu
peso para 100 mg e armazenados a temperatura de — 80°C. Esse procedimento foi realizado
trés vezes para a obtencdo das trés amostras bioldgicas de cada tratamento. O reagente
utilizado nas extragbes de RNA foi o Concert RNA Plant® (Invitrogen), seguindo as
especificacbes do manual do fabricante. Para mais informacOes, segue nos anexos deste
documento o protocolo usado para a extracao de RNA total de grdos de milho (ANEXO C).

A integridade e a pureza dos RNAs foram avaliadas em todas as etapas através de
corridas eletroforéticas em géis de agarose 1,5 % e os perfis das bandas foram visualizados
em um transluminador com luz ultravioleta (UV) usando GelRed™ Nucleic Acid Gel Stain,
10.000 X no mix das amostras. O sistema tampao gel/eletrodo utilizado foi TBE 1X (Tris-
Borato-EDTA, 1X). As amostras de RNA também foram quantificadas por meio de leitura
Optica em espectrofotdmetro (BioTek™ Eon™ Microplate Spectrophotometer) medindo-se a
absorbancia a 260 e 280nm, observando a razdo de comprimento de onda 260/280, cujos
valores se encontraram na faixa de 1,8 a 2,0, o que indica extracao de alta qualidade conforme
indicacdo do manual do equipamento.

Seguindo o procedimento, para evitar qualquer contaminacdo com DNA, as amostras
de RNA foram tratadas com DNAse Free utilizando o Kit DNAse Turbo Free® AMBIOM de
acordo com o protocolo recomendado pelo fabricante.

Para comprovar a eficiéncia do tratamento das amostras com DNAse foi realizada a
PCR convencional. Como controle positivo foi utilizado uma amostra de DNA genémico de
milho. O primer utilizado foi o correspondente ao gene constitutivo Ubiquitina. O resultado
da PCR convencional foi obtido pela corrida eletroforética em um gel de agarose 1,5% corado
com gel red onde foi possivel visualizar através do transluminador que ndo houve

amplificacdes de DNA nas amostras tratadas.

2.4 Transcricdo reversa para sintese do cDNA

ApOs o processo de extracdo e purificacdo, os RNAs mensageiros foram utilizados
como molde para a sintese de cDNA. Para a PCR foi utilizado o Kit High Capacity cDNA
Reverse Transcription cDNA® da Applied Biosystems, seguindo as especificacfes do
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protocolo recomendado pelo fabricante. As amplificagbes foram conduzidas em
Termociclador Axygen® Thermal Cycler modelo MaxyGene™ [I, programado com quatro
passos sendo o inicial a 25°C por 10 min, seguido para 37°C por 120 minutos, 5 min a 85°C,
finalizando com a temperatura de 4°C. A eficiéncia da sintese de cDNA foi comprovada por

meio da eletroforese em gel de agarose conforme descrita anteriormente.

2.5 Teste de eficiéncia dos primers através da qPCR

Para a analise de eficiéncia e de expressdo dos genes utilizou-se o aparelho ABI
PRISM 7500 Real-Time PCR (Applied Biosystems), com método de deteccdo via SYBR
Green. Apos obter os cDNAs, para determinar a concentracao ideal da reacdo de PCR, foi
construida uma curva de eficiéncia com diferentes concentracdes de cDNA (1:5, 1:25, 1:125,
1:625, 1:3125), foi selecionada a diluicdo 1:5 em funcdo do resultado na eficiéncia de cada

primer.

2.6 Expressao relativa

Foram utilizadas trés repeticGes bioldgicas de cada tratamento sendo cada amostra
bioldgica dividida em trés repeticGes técnicas para cada gene em estudo. Os resultados foram
normalizados usando o Cicle Threshold (CT) obtidos pela expresséo dos genes de referéncia.

As condicOes térmicas da reagdo foram de 2 minutos a 50°C, 10 minutos a 95°C,
seguidos por 40 ciclos de 15 segundos a 95°C e 1 minuto a 60°C, e finalizando-se com 15
segundos a 95°C. Ao fim da ciclagem, uma curva de desnaturacdo de 60-95°C mostrou a
especificidade da reacdo de PCR. Os dados foram coletados e armazenados no programa 7500
Fast Software (Versao 2.1). Para cada reagdo, foi utilizado 1,0 uL de cDNA (diluido 1:5), 0,4
uL de primer forward/reverse (10 uM), 5 uL de Master MixSYBR green (Applied Biosystems)
e 3,6 uL de agua ultrapura, para um volume final de 10,0 pL/amostra. Os controles negativos
e as curvas de melting foram incluidos em todas as analises. Os dados analisados dos pares de
primers foram a amplificacdo especifica e padrdo das amostras dos tratamentos (CT Cicle
Threshold = Cq Ciclos de quatificacdo), a ndo amplificacdo das amostras controle negativo
(NTC) e amplificacdo do inter-ensaio como controle positivo.

Apods a amplificacdo pela PCR em tempo real, cada produto da amplificacdo foi
analisado por uma curva de dissocia¢do, método da curva padrao relativa, descrito no manual
do equipamento. Deste modo, foi possivel observar para cada gene e tratamento, que o
produto amplificado ndo apresentou expressao iPESPecifica e/ou formacdo de dimeros de

primer.
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Os valores obtidos correspondentes aos niveis de mRNA’s das amostras foram
comparados relativamente aos valores dos niveis de mRNA’s da amostra calibradora que ¢
aquela de menor expressdao. Apds a obtencao dos dados brutos foram submetidos as analises.

Para calcular o nivel de expressdo dos genes de interesse foram considerados: Cq
(aumento exponencial do produto de PCR) do gene alvo e do gene de referéncia. A proporcao
de um gene alvo de uma amostra é expressa em contraste com um controle em comparagao
com um gene de referéncia. Eqyo € a eficiéncia de PCR em tempo real da transcricdo do gene
alvo; Ers € a eficiéncia de PCR em tempo real de uma transcricdo do gene de referéncia;
ACqano € 0 desvio Cq do controle - amostra do gene do gene alvo; ACQres = Desvio de
controle do Cq - amostra da transcricdo do gene de referéncia. O gene de referéncia pode ser
um transcrito ndo regulado estavel e seguro. Para o calculo da quantificacdo relativa, as
eficiéncias da PCR em tempo real individuais e o desvio de Cq (ACq) das transcricGes
investigadas devem ser conhecidos. As eficiéncias da PCR em tempo real foram calculadas,
de acordo com o0 modelo matematico proposto por Pfaffl, (2001) conforme a equacao abaixo:

ACq  (controle — amostra)
(Ealvo) alvo

Quantificag&o relativa = E _)ACq —(controle — amostra)
( ref) referéncia

Para calcular o desvio padrdo (DESVPAD.P) dos resultados de expressdo foi utilizada a

seguinte férmula:

> (= x)°

H

onde x ¢ a média de amostra MEDIA(nim1,nim2,...) e n é 0 tamanho da amostra.

O Erro padréao foi calculado da seguinte forma, resultado do desvio padréo dividido

pela raiz do nimero total de amostras, neste caso, foram trés amostras bioldgicas.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1 Expressao de proteinas resistentes ao calor
Conforme relatado no referéncial teorico deste documento, as proteinas resistentes ao

calor por sua natureza anfipatica, essas proteinas sdo capazes de inibir a denaturacdo de
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macromoléculas e estabilizar estruturas intracelulares sob condi¢cbes de estresse
(BLACKMAN et al. 1995; Close, 1997).

Mendes et. al. (2012) investigaram a influéncia de proteinas resistentes ao calor,
presentes em grdos de milho, sobre a resisténcia aos fungos que causam gréos ardidos. A ideia
surgiu a partir dos resultados obtidos por Bezerra (1996) que associou a resisténcia de
cultivares de feijdo-de-corda a condigdes de estresse as proteinas resistentes ao calor.

Nesta pesquisa, as bandas polimorficas foram avaliadas em funcdo dos pesos
moleculares. Foram observadas variagdes, tanto no numero quanto na intensidade das bandas
entre os tratamentos, associados aos hibridos, inoculagfes com patégenos e época de colheita
(FIGURA 2).

Figura 2 - Padrdes eletroforéticos de proteinas resistentes ao calor em gel SDS PAGE em
grdos de hibridos de milho. DKB390: hibrido susceptivel; P4285: hibrido
resistente; C: controle; Fv: Fusarium verticillioides; FS: Fusarium verticillioides e
Stenocarpella maydis).
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DKB390 P4285 DKB390 P4285
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Fonte: Do autor (2018).

O padréo eletroforético das proteinas resistentes ao calor foi diferente para todos os
tratamentos considerando as bandas de peso molecular entre 40 kDa e 90 kDa, evidenciando o
polimorfismo entre estes. Foi observada diferenca de expressdo das proteinas em gréos do
hibrido resistente P4285 em relacdo ao susceptivel DKB390 em intensidade, a fracdo proteica

proxima a 70 kDa principalmente naqueles colhidos na segunda época. Ressalta-se que para o
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hibrido susceptivel aparecem duas fragdes proteicas com a mesma intensidade préximas ao
peso molecular de 70 kDa, enquanto para o hibrido resistente foi revelada apenas uma banda
especifica com o mesmo peso molecular. Isso foi observado principalmente no tratamento
controle, sem inoculacdo e quando a inoculacdo foi realizada com o fungo Fusarium
verticillioides.

Assim, houve maior expressao das proteinas resistentes ao calor nos grdos do hibrido
resistente especificamente nos tratamentos controle e no tratamento inoculado com o
patdgeno Fusarium verticillioides quando os mesmos foram colhidos em duas épocas.
Também foi observado uma banda, com peso molecular de 60 kDa em grdos do hibrido
DKB390, colhidos na primeira época quando as plantas foram inoculadas com Fusarium
verticillioides e com os dois patdgenos (FS).

Pode-se inferir que os genes ndo foram expressos na inoculacdo FS devido os fungos
Stenocarpella maydis inibirem a expressdo destes genes de defesa. Bensch et al. (1992),
verificou a germinagdo dos conidios de S. maydis com penetracdo e colonizacdo da hifa do
fungo inter e intracelular. A colonizacdo foi acompanhada pela degeneracdo das paredes da
célula, demonstrando haver atividade de enzimas. Qualquer agente fisico ou quimico capaz de
estimular resposta de defesa em plantas é denominado indutor. Os indutores quimicos podem
ser desde carboidratos, proteinas/enzimas, glicoproteinas e outras substancias liberadas pela
parede celular vegetal durante a herbivoria do inseto, assim como substancias quimicas
liberadas por patogenos (NURNBERGER, 1999; SMITH, 1996).

Fatores bidticos e abidticos, por meio de indutores, podem ativar vias de sinalizacao
como espécies reativas de oxigénio (EROs), fragmentos de parede celular, dentre outros, que
por sua vez irdo reconfigurar o metabolismo vegetal, onde tais mudancas redirecionam 0s
recursos para a tolerancia ou a producdo de compostos antinutritivos e tdxicos (DIEKE e
HILKER, 2003; KESSLER e BALDWIN, 2002). Kessler & Baldwin (2002) relataram um
tipo de defesa direta contra patdgenos que compreende a resposta hipersensivel (HR), eficaz
guando a area comprometida € pequena, que envolve a morte programada de células
(apoptose) situadas ao redor da infeccdo e a produgcdo de compostos antimicrobianos que
impedem a dispersdo do patdgeno. Frequentemente a HR é precedida da producdo de uma
grande variedade de espécies reativas de oxigénio (ERO’s) como o superdxido (O2) e 0
peréxido de hidrogénio (H2.0,) (ambos liberados local e sistemicamente), que podem
contribuir com a apoptose.

Provavelmente, pode-se atribuir ao fato de ndo haver a expressao génica no tratamento

FS devido a pressao de inoculos aplicados diretamente no estilo estigma das espigas, podendo
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romper as barreiras fisicas e bioquimicas de defesa da planta contra a infeccdo destes
patégenos. Klapproth e Hawk (1991) obtiveram maior nivel de infeccdo com injecdo da
suspensdo de esporos de S. maydis dentro da espiga.

Os resultados foram semelhantes aos observados por Mendes et. al. (2012) que
observaram uma concentragdo das fragdes proteicas de peso molecular entre 40 e 60 kDa, em
grdos de hibridos considerados resistentes aos fungos causadores de gréos ardidos em milho.
Vale salientar, que foi possivel observar bandas especificas presentes nos grdos dos hibridos
considerados resistentes, mais especificamente de peso molecular de 50 kDa (FIGURA 2).

Bezerra (1996) estudando a influéncia da seca em diferentes estadios da germinacdo,
para o feijdo-de-corda (Vigna unguiculata), também identificou cultivares mais resistentes a
condicdes de estresse por meio deste marcador. Polimorfismo para essas proteinas também foi
observado por Mann (2002) em sementes de algodoeiro de diferentes cultivares.

Existem estudos nos quais foi relatado que em grdos a evolucdo de S. maydis
praticamente cessa quando a umidade de grdos atinge 21 a 22% (JULIATTI et al., 2007,
CASELA et al., 2006; FANCELLI e DOURADO NETO, 2004).

Marcondes, (2012) observou reducdo da viabilidade do in6culo de Fusarium spp. da
primeira para a segunda época de colheita, favorecida, provavelmente, pela reducdo na
umidade dos gréos.

3.2 Anélises dos Transcritos

Os 12 pares de primers dos genes alvos e mais dois pares de primers dos genes de
referéncia GAPDH e Actina foram submetidos as analises de eficiéncia pelo método da curva
padrdo relativa por meio da técnica de RT-gPCR.

A partir dos resultados das eficiéncias dos primers foi possivel selecionar aqueles com
melhor eficiéncia, ou seja, aqueles com eficiéncia préxima de 100%. Portanto, para as
analises de expressdo génica foram selecionados cinco primers dos genes alvos PRC -
Proteinas Resistentes ao Calor, GATase | - Tipo 1 de Glutamina Amido Transferase, HMA -
Heavy Metal Associated em portugués Dominio Associado a Metal Pesado, HLH - Helix-
loop-Helix, proteina putativa isoforma e LOX 8 - Enzima Linolenato Lipoxigenase;
Biossintese de &cido jasmonico (JA). Os genes de referéncia utilizados foram GAPDH e
Actina.

3.3 Expressao Relativa dos Transcritos
Para facilitar a analise dos graficos de expressao relativa dos transcritos, os hibridos e

as inoculagfes com patdgenos foram incluidos no eixo x seguindo os periodos de colheitas e
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no eixo y estdo apresentados os valores da quantificacdo relativa. P4285 hibrido resistente,
DKB390 hibrido susceptivel com os tratamentos de inoculagdo C (controle, sem inoculacdo
das espigas), Fv (com inoculacdo das espigas com o fungo Fusarium verticillioides) e Fv+Sm
(com inoculacdo das espigas com os dois fungos F. verticillioides e Stenocarpella maydis).

A expressao do gene PRC — Proteinas Resistentes ao Calor dos grdos colhidos na
primeira época de colheita do hibrido DKB 390 foi maior com quantificagéo relativa de 5,2
para o tratamento controle, sem inocula¢do (GRAFICO 2).

Gréfico 2 - Quantificacdo Relativa do gene PRC (Proteinas Resistentes
ao Calor) UFLA, Lavras/MG 2018.
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Fonte: Do autor (2018).

Para o hibrido P4285, considerado como resistente a graos ardidos obtiveram-se
valores inferiores de expressdo do gene PRC quando comparado ao observado ao hibrido
DKB390, na primeira época de colheita independentemente dos tratamentos de inoculagéo.
Também na segunda época de colheita e no tratamento de inoculacdo controle, observou-se
maior expressdo de PRC em gréos do hibrido DKB390.

Na segunda época de colheita, para a maioria dos tratamentos houve maior expressao
deste gene quando comparada a observada em gréos colhidos na primeira época. Para o0 P4285
houve maior nivel de expressdo no tratamento Fv com Cq de 6,8. Também houve maior
expressao do gene PRC quando o hibrido foi submetido a pressdo de estresse no tratamento
com os fungos associados Fv+Sm. Novamente, o hibrido DKB390 obteve maiores expressdes
relativas com a interacdo dos tratamentos e os valores de Cq (ciclos de quantificacdo) obtidos
foram para o tratamento controle, 6,2, enquanto que para o tratamento Fv+Sm, 4,8 e quando
inoculados apenas com F. verticillioides (Fv), 3,6. Neste sentido, é possivel afirmar que o

hibrido susceptivel DKB390 apresentou maiores valores de expressao relativa do gene PRC
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com e sem a inoculagdo dos fungos nas duas épocas de colheitas. O hibrido resistente P4285
obteve maior expressao relativa do gene PRC apenas quando submetido a inoculagdo com F.
verticillioides (GRAFICO 2).

De acordo com Amara et al. (2012) sdo varios 0s grupos de proteinas resistentes ao
calor e ha diversidade funcional entre esses grupos em milho. Estas proteinas funcionais
desempenham papéis importantes na protecdo de células da desidratacdo e do oxigénio ativo e
no ajuste da pressdo osmotica sob condicdes de estresse (CUSHMAN e BOHNERT, 2000;
HASEGAWA et al. 2000; SEKI et al. 2002).

Andrade et al. (2013) realizaram um estudo de quantificagdo e caracterizacdo da
expressdo de proteinas resistentes ao calor durante o desenvolvimento da semente de
linhagens de milho com diferentes niveis de toleréncia a alta temperatura de secagem. Foi
observado maior expressdo do gene PRC na fase LL3 (Linha de Leite 3) dependendo do
genotipo utilizado. Certamente, a diferenca observada nas expressdes do gene PRC estd
relacionada aos niveis de resisténcia de cada hibrido. A qualidade dos grdos reduz com o
aumento da colonizacdo dos fungos e provavelmente o gene PRC permanece ativo enquanto a
membrana celular se encontrar integra. Apos a degradacdo celular das membranas e com a
reducdo de agua os niveis de expressdo do gene diminuem.

Em geral, o nivel da expressdo relativa do gene GATase 1, tipo 1 de Glutamina Amido
Transferase foi maior em graos do hibrido P4285 nas duas colheitas. Para o hibrido DKB390,
0 gene foi mais expresso na segunda colheita comparada a primeira para 0 mesmo hibrido
(GRAFICO 3).

Gréfico 3 - Quantificacdo Relativa do gene GATase 1 (tipo 1 de glutamina
amidotransferase) UFLA, Lavras/MG 2018.

GATase 1

W 12 Colheita 22 Colheita

240.0
220.0

200.0

180.0
160.0
140.0

120.0

100.0

80.0

60.0

40.0 a

e ]

0.0 1

P4285 C P4285 Fv P4285 Fv+Sm  DKB390 C DKB 390 Fv DKB 390
Fv+Sm

Fonte: Do autor (2018).



93

Para o hibrido P4285 na segunda colheita a expressdo do gene GATase 1 foi alta para
0s trés tratamentos, variando os valores de Cq de 145 a 192. Enquanto isso, em grdos colhidos
na primeira época de colheita, a expressdo do gene para o hibrido DKB390 foi baixa para 0s
trés tratamentos com nivel de expressao quase nulo quando inoculado com F. verticillioides.
N&o houve diferenca significativa na expressao relativa do gene para os dois hibridos no
tratamento controle para a segunda época de colheita.

Recentemente, Kaur et al. (2012) elucidaram uma via adicional de degradacdo de
glutationa (DUG; L-c-glutamyl-L-cysteinyl-glycine ) em Saccharomyces cerevisiae em que
Dug2p e Dug3p formam uma amidotransferase (GATase) que cliva a ligacdo c-glutamil. Uma
dipeptidase Duglp entdo cliva a cisteinil-glicina (Kaur et al., 2009).0 caminho alternativo
recentemente identificado, especifico para fungos da degradacdo da glutationa, requer a
participacdo de trés genes, DUG1, DUG2 e DUG3. Duglp mostrou-se funcionar como uma
dipeptidase especifica de Cys-Gly. Neste estudo 0s autores descreveram a caracterizagdo de
Dug2p e Dug3p. Dug3p possui um dominio funcional da glutamina amidotransferase
(GATase) Il que é de importancia catalitica para a degradacdo da glutationa.

De fato, observando pela caracteristica do hibrido, o gene GATase 1 foi
diferencialmente expresso com alto nivel de quantificacéo relativa no hibrido resistente P4285
alcancando valor de Cq de 192 em comparacdo com o hibrido susceptivel DKB390.
Entretanto, quando houve a expressdo nos grdos da segunda época de colheita, que estavam
no campo em condi¢des adversas de umidade e temperatura. Outra informacdo importante
para este gene foi a alta expressdo em gréos, cujas plantas ndo foram inoculadas, o tratamento
controle. Pode-se inferir que o gene esta sendo expresso continuamente nos grdos em defesa
da planta contra as condi¢des de estresse.

Enquanto isso, sobre pressdo de estresse quando da inoculagdo associada utilizando os
dois fungos F. verticillioides e S. maydis, pode-se inferir que a degradacédo celular dos graos
reduziu o metabolismo e consequentemente a acdo das enzimas e proteinas envolvidas na
defesa da planta, principalmente para o hibrido DKB390.

Em relacdo ao gene HMA (Heavy-metal-associated — Dominio associado a metal
pesado) em grdos colhidos na primeira época o nivel de expressdao do HMA foi baixo para o0s
dois hibridos P4285 e DKB390, em todos os tratamentos, com valores da quantificacdo
relativa entre 1,1 a 1,7, cujos os valores ndo diferiram significativamente (GRAFICO 4).
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Gréafico 4 - Quantificacdo Relativa do Gene HMA (Heavy-metal-
associated — Dominio associado a metal pesado)
UFLA, Lavras/MG 2018
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Fonte: Do autor (2018).

Na segunda época de colheita, houve maior expressdo do gene nos graos do hibrido
P4285 embora ndo tenha havido significancia estatistica, maior expressao deste gene foi
observada em grédos colhidos na segunda época, quando as plantas foram inoculadas com 0s
dois fungos associados, FV+SM. Enquanto para o hibrido DKB390 houve baixa expressao
independentemente dos tratamentos de inoculagéo.

O dominio HMA foi descoberto primeiro em animais; No entanto, as proteinas
vegetais e de plantas também apresentam uma sequéncia central (M / L / IXCxxC) que contém
duas cisteinas caracteristicas e que estd envolvida na ligagdo de metais pesados (Hung et al.
1998; Dykema et al. 1999).

O sistema imunolédgico das plantas é composto de duas camadas de receptores
(DODDS e RATHJEN, 2010). A primeira camada confere resisténcia basal & maioria dos
patogenos "possiveis”. A imunidade basal é conferida por receptores na face externa da celula
hospedeira que reconhecem estruturas microbianas conservadas, como a flagelagcdo de
bactérias ou a componente de parede celular fungica quitina. Os microrganismos precisam
desarmar esta primeira camada de defesa com um conjunto correspondente de efetores de
viruléncia para invadir uma célula hospedeira. Por exemplo, a proteina RIN4 de Arabidopsis é
um regulador mestre da defesa basal e é o alvo de varias proteinas efetoras bacterianas

(MACKEY et al. 2002). O segundo nivel de receptores de defesa consiste de receptores
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intracelulares pertencentes a familia conservada de proteinas repetidas ricas em leucina
(NLRs), que reconhecem moléculas efetoras especificas.

A resposta de defesa baseada em NLR € muito mais forte do que a resisténcia basal e
muitas vezes resulta na morte da célula hospedeira afetada. A percepcdo efetora por
receptores imunes NLR ocorre diretamente ou indiretamente. O reconhecimento indireto pode
ser alcangado quando os receptores NLR monitoram a atividade dos efetores sobre outras
proteinas hospedeiras envolvidas na imunidade basal das plantas. Isto é referido como o
modelo de "guarda”. Um avanco sofisticado do modelo de "guarda™ envolve proteinas de
"inducdo”. Em contraste com as guardas, as proteinas de inducdo ndo tém uma fungdo na
imunidade das plantas; Seu Unico papel é imitar alvos efetores e atrapalhar os efetores de
viruléncia. Se um indutor € monitorado por um receptor NLR, a ligacdo efetiva ao indutor
desencadeard uma resposta de defesa. Curiosamente, os indutores e as proteinas NLR
monitoradoras de indutores as vezes sdo codificados pelo mesmo gene; estes sdo conhecidos
como NLR de "dominio integrado” (NLR-IDs). Em dois estudos independentes recentemente
foi descrita a andlise funcional da proteina RRS1 de Arabidopsis NLR, que contém um
dominio adicional dos fatores de transcricdo WRKY (Sarris et al, 2015; Le Roux, et al. 2015).

Da mesma forma, as proteinas NLR RGAS5 e Pik-1 de arroz contém um dominio de
metal pesado (HMA) que é alvo de vérios efetores do patégeno Magnaporthe oryzae
(CESARI et al. 2013; MAQBOOL et al. 2015).

No entanto, uma resisténcia mais duravel pode ser alcancada com o conhecimento de
dominios integrados: muito interessante, a proteina Pi2l de arroz, como RGA5 e Pik-1,
também contém um dominio HMA (MAQBOOL et al. 2015).

A perda de Pi21 resulta em resisténcia durdvel (FUKUOKA et al. 2009), indicando
gue o gene Pi21 é um fator de susceptibilidade. Isso sugere que o dominio HMA é um alvo de
um efetor de patdgenos. Portanto, dominios integrados podem fornecer informacgdes sobre
fatores de susceptibilidade que podem servir como alvos para gerar mutagdes knock-out no
hospedeiro que tém potencial para proporcionar resisténcia duravel.

Um determinado gene HvFP1, inclui motivos de sequéncia contendo um dominio
HMA e sinais de localiza¢do nuclear (NLS). O HvFP1 é induzido durante o estresse da seca
ou a senescéncia da folha e ap0s a exposicéo ao acido abscisico (ABA) (BARTH et al., 2004).

A imunidade das plantas aos agentes patogénicos microbianos requer uma intrincada
rede de sinalizagdo cujos componentes permanecem pouco claros. Nos estudos desenvolvidos
por Zhang (2015) foram isolados um novo gene de trigo, TaHIPP1, que possui um NLS, um

sitio de prenilacdo e um dominio HMA. As caracteristicas moleculares do gene TaHIPP1
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foram analisadas e os perfis de transcri¢do de sua resposta ao patdgeno da ferrugem e outros
estimulos abidticos foram determinados usando RT-gPCR. Os autores mostraram que 0 gene
TaHIPP1 foi preferencialmente expresso no caule e nas folhas, e que sua expressao nas folhas
foi regulada pela seca e pelo estresse salino.

Okuyama et al. (2011) relataram a clonagem do gene de resisténcia Pia que confere
resisténcia ao fungo Magnaporthe oryzae com um dominio HMA localizado no terminal C. O
papel que este dominio pode desempenhar na resisténcia do arroz ao patégeno M. oryzae foi
hipotetizado, mais tarde, por Kanzaki et al. (2013) que descobriram que os dominios HMA de
varias proteinas de arroz pertencentes a familia de proteinas de dominio associadas ao Heavy
Metal (SHMAS) interagem com o efector de aviruléncia Avr-Pik de M. oryzae.

A alta similaridade desta familia de proteinas (sSHMASs) com o dominio CC da proteina
R R-R do arroz, na interacdo com o patdgeno, sugeriu que as proteinas SHMA do arroz
poderiam estar envolvidas na geracdo de RNAIi de SHMA e linhas de sobreexpressédo em arroz
(KANZAKI et al. 2013).

Houve expressdao do dominio HLH (Helix-loop-helix) em todos os tratamentos. Em
grdos do hibrido P4285 colhidos na primeira época houve aumento significativo da expressédo
deste gene quando as espigas foram inoculadas com os fungos Fusarium verticillioides e
Stenocarpella maydis com valores mais significativos do que os observados, neste mesmo
tratamento, em grdos do hibrido DKB390 Fv. No entanto, para o hibrido P4285, para a
segunda época de colheita houve reducdo da expressdo deste gene, quando as espigas foram
inoculadas com os dois fungos associados, em comparacdo com a observada em Qrados
provenientes e espigas ndo inoculadas. Isto também foi observado para o hibrido DKB390 Fv
(GRAFICO 5).
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Grafico 5 - Quantificacdo Relativa do gene Gene HLH (Helix-loop-
Helix) UFLA, Lavras/MG 2018.
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Fonte: Do Autor (2018).

Em geral, os niveis de expressdo do dominio HLH nos gréos de milho foram maiores
em grdos colhidos da primeira colheita, principalmente quando da inoculacdo associada dos
dois patégenos, Fv+Sm.

O dominio bésico da helix-loop-helixe (bHLH) é um motivo de aminoé&cido altamente
conservado que define um grupo de fatores de transcrigdo. Foi originalmente descrito em
animais (Murre et al. 1989) e logo descoberto em todas as principais linhagens eucarioticas.
As proteinas que contétm um dominio bHLH (referidas como proteinas bHLH) estdo
envolvidas em diversos processos regulatorios. A familia basica de fatores de transcri¢do de
hélice-loop-hélice (BHLH) em plantas é um regulador onipresente e é altamente conservada,
regulando diferentes tipos de genes durante a transcricdo (HEIM et al., 2003). Suas funcgdes
incluem a regulacdo ou modulacdo das vias do metabolismo secundario, a diferenciacdo
epidérmica e as respostas aos fatores ambientais nas plantas (RAMSAY e GLOVER 2005;
CASTILLON et al. 2007). Certamente, ap6s a infeccdo dos fungos uma série de enzimas é
ativada alterando as vias do metabolismo. Assim, os fatores de transcricdo de HLH regulam
0s genes envolvidos na defesa da planta 0 que causa a maior ou menor expressao deste gene.

Dois  fatores de transcricio de bHLH  (Basic  Helix-loop-Helix),
SB06G025040 e SB06G0254060 pertencem a um mecanismo regulador de antocianinas e
foram associados aos niveis de antocianina medidos em condi¢bes de frio. Fatores de

transcricdo tais como bHLH s&o sugeridos para serem envolvidos em mecanismos de
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adaptacao a outros tipos de estresse como estresses bidticos (FENG et al. 2012; HUANG et al.
2013; PENG et al. 2013).

Em relacdo ao gene LOX 8 (Enzima Linolenato lipoxigenase; Biossintese de &cido
jasmoénico JA). Para o hibrido P4285, classificado como resistente, houve aumento
significativo da expressdo deste gene, em grdos colhidos na primeira época quando da
inoculagdo dos patdgenos em espigas, principalmente quando inoculados os dois fungos F.
verticillioides e S. maydis. Nos gréos deste hibrido, colhidos na segunda época, a expressdo
também foi aumentada quando as espigas foram inoculadas com os dois fungos. Ao comparar
a expressdo do gene em grdos dos dois hibridos avaliados verifica-se maior expressao nas do
hibrido P4285, quando inoculados com os patdgenos associados (GRAFICO 6).

Grafico 6 - Quantificagdo Relativa do gene LOX 8 (Enzima
Linolenato lipoxigenase; Biossintese de 4&cido
jasmonico) UFLA, Lavras/MG 2018.
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O aumento significativo desta expressdao provavelmente estd relacionado com a
atividade das lipoxigenases que catalisam a formacao de hidroperdxidos de acidos graxos
poliinsaturados, 0 que origina compostos volateis e o regulador traumatina, entre outros,
envolvidos no crescimento, na maturacdo, na senescéncia e em respostas de defesa das plantas
(BAYSAL e DEMIRDOVEN, 2007).

Christensen et al. (2014) aprofundaram os estudos das enzimas lipoxigenases
presentes em sementes de milho quanto a defesa da planta contra patdgenos. Nesta pesquisa
0s autores caracterizaram um novo gene 9-LOX ZmLOX12. Este gene esta entre 0s genes

conhecidos como LOX dicotileddneas, com homdlogos mais proximos encontrados
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exclusivamente em outras espécies monocotiledéneas. ZmLOX12 é predominantemente
expresso em mesocotilos em que é fortemente induzidos em resposta a infec¢do por Fusarium
verticillioides. Este estudo demonstrou que esta Unica enzima especifica monocotiledonea-9-
LOX desempenha um papel fundamental na defesa contra F. verticillioides em diversos
tecidos de milho e fornece a evidéncia genética de que acido jasmonico (JA) é a principal
defesa hormonal contra este patdgeno. Com base nestas informagdes e possivel relacionar
com a maior expressao do gene LOX 8 nos gréos inoculados com os dois fungos para o
hibridoP4285 na primeira colheita quando os grdos estavam com alto teor de agua e suas
membranas celulares integras.

Provavelmente, como o gene ZmLOX8 faz parte da via que fornece substratos para a
sintese de acido jasmonico (JA) (GAO et al. 2007), que é o principal fito horménio
diretamente envolvido na resisténcia das plantas aos fungos necrotréficos e aos insetos de
mastigacdo (Yan et al. 2012), houve o aumento desta expressédo do gene LOX 8 em reposta a
infeccdo dos gréos.

Resultados de expressao génica foram obtidos por Shu et al. (2017) em um estudo com
objetivo de identificar novos genes candidatos de resisténcia, caracterizando sua expressao
temporal em resposta a infeccdo e comparando a expressdo desses genes com genes
conhecidos por serem associados a defesa da planta. A colonizacdo fungica e as alteracdes da
transcricdo em grdos inoculados com cada fungo foram monitoradas as 4, 12, 24, 48 e 72
horas apo6s a inoculacdo (hpi). Os autores observaram que varios genes que codificam as
reductases de acido 12-oxo-fitodienoico do milho (OPRs) e lipoxigenases (LOXs) foram
diferencialmente expressos em sementes de milho em resposta a fungos. A expressdo de
LOX4 e LOX13 aumentou em resposta a Aspergillus flavus a 24 hpi e em resposta a F.
verticillioides a 72 hpi. Dois outros genes LOX, LOX10 e LOX11, foram regulados a 12 hpi
em resposta a infeccdo por A. flavus e LOX10 foi regulado apenas a 24 hpi . Estes dois genes
ndo foram diferencialmente expressos em resposta a infeccdo por F. verticillioides. A
infeccdo por A. flavus aumentou a expressao de OPR2 a 24 e 48 hpi, e a expressdo de ORP2,
ORP3 e ORP5 foi regulada em resposta a A. flavus a 48 hpi e a F. verticillioides a 72 hpi.

Os resultados do mapeamento de um estudo de associacdo de genes realizado por
Ogunola et al. (2017) sugerem que os genes do mapa ZmLOX1, 2,5, 8, 9 e 10 dentro do QTL
estdo associados a uma reducdo nos niveis de aflatoxina. Os resultados de mapeamento s&o
mais fortes para os genes ZmLOX8 e 10, ambos com 13 LOXs. Genes ZmLOX8 e ZmLOX10
sdo relatados para ter papéis diretos e indiretos na defesa da planta contra herbivoros e

resisténcia fungica, produzindo os substratos utilizados na biossintese de JA e GLVs,
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respectivamente (GAO et al. 2008). Este mesmos autores afirmam que ha evidéncias de que
ZmLOX8 e ZmLOX10 funcionam sinergicamente, pelo menos, em termos de biossintese de
JA induzida por feridas, embora 0s genes sejam encontrados em diferentes cromossomos no
genoma do milho. Em relacdo ao gene ZmLOX8 a expressao ocorre em niveis muito baixos,
em geral, mas ligeiramente mais expresso em niveis elevados em folhas mais velhas. Se
ZmLOX8 e o gene especifico para 0 QTL encontrado diretamente acima dele, o efeito
fenotipico pode ser indireto.

Os niveis de expressdo génica em grdos colhidos nas duas épocas de colheita variaram
de acordo com os tratamentos. De modo geral, comparando as duas colheitas, o gene PRC foi
mais expresso no hibrido susceptivel DKB390 no tratamento controle, sem inoculacdo. Em
seguida, o gene GATase 1 foi mais expresso no hibrido resistente P4285 no tratamento
controle. Os genes HMA, HLH e LOX 8 foram mais expressos no hibrido resistente quando
inoculado com os dois fungos associados Fusarium verticillioides e Stenocarpella maydis.

Portanto, analisando pela caracteristica do hibrido e pela pressdo da infecdo do
patégeno, a hipotese de que HMA, HLH e LOX 8 sejam genes marcadores moleculares
associados as caracteristicas de resisténcia deve ser estudada em outras experiéncias para
aprofundar essas observagoes.

Zaccaron et al. (2017) realizaram recentemente uma pesquisa sobre a genémica
comparativa de patégenos de podriddo da espiga de milho buscando revelar como o fungo
Stenocarpella maydis infecta o milho. Neste trabalho, o genoma de S. maydis foi sequenciado
com as tecnologias de Biosciéncias da Illumina e do PacBio, e o primeiro conjunto de genoma
de S. Maydis foi montado com uma estratégia hibrida personalizada. As analises genémicas
comparativas forneceram novos conhecimentos sobre as caracteristicas gendmicas deste
importante patdgeno e destacaram mecanismos potenciais subjacentes a notéria a sua
gressividade. Finalmente, este trabalho forneceu recursos valiosos para novas pesquisas sobre
a base molecular da patogénese em S. maydis, que, em Ultima instancia, promovera o
desenvolvimento de hibridos de milho resistentes.

Lanubile et al. (2017) elaborou uma revisdo concentrada nos avangos significativos
que foram feitos no desenvolvimento de informagdes transcriptdmicas, genéticas e gendémicas
para o milho, os moldes de Fusarium verticillioides e suas interagdes nos Ultimos anos. As
descobertas de estudos transcriptdmicos foram usadas para delinear um modelo especifico
para a cascata de sinalizag&o intracelular que ocorre em células de milho contra a infecgéo por
F. verticillioides. Varios receptores de reconhecimento, tais como quinases tipo receptor e

genes R, estdo envolvidos na percepcdo de patdgenos e desencadeiam redes de sinalizacao de
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fluxo descendente mediadas por proteinas quinases associadas a mitdgenos. Esses sinais
podem ser orquestrados principalmente por hormonios, incluindo acido salicilico, auxina,
acido abscisico, etileno e acido jasmoénico, em associacdo com a sinalizacdo de célcio,
visando multiplos fatores de transcricdo que, por sua vez, promovem a ativacdo descendente
de genes de resposta defensiva, como aqueles relacionados aos processos de desintoxicagéo,
fenilpropandides e vias metabdlicas da oxilipina.

Nos niveis genéticos e genébmico, sdo descritos varios marcadores quantitativos de loci
(QTL) e marcadores de polimorfismo de nucleotideo Unico para resisténcia a podriddo da
orelha de Fusarium derivadas do mapeamento de QTL e estudos de associacdo de todo o
genoma, indicando a complexidade desse trago poligénico. Todas essas descobertas
contribuirdo para identificar genes candidatos para resisténcia e para a aplicacdo de
tecnologias gendmicas para a selecdo de gendtipos de milho resistentes e acelerando uma
estratégia de reproducdo para contraste da doenca, através de plantas resistentes aos patégenos
produtores de micotoxinas.

A identificacdo de genes expressos quando da infeccdo de grdos de milho por fungos,
¢ de substancial importancia para o entendimento dos mecanismos que governam essa
infeccdo, para que sejam desenvolvidos métodos de deteccdo precoce da defesa das plantas
contra os patdgenos causadores de podriddo de graos.

Shu et al. 2017 realizaram uma pesquisa para identificar novos genes candidatos de
resisténcia, caracterizando sua expressdo temporal em resposta a infec¢cdo e comparando a
expressao desses genes com genes conhecidos por serem associados a defesa da planta. As
sementes de milho responderam pela expressao diferencial do gene a cada fungo dentro de 4
horas pés-inoculacdo (hpi), antes que os fungos pudessem ser observados visualmente, mas
mais genes foram diferencialmente expressos entre 48 e 72 hpi, quando a colonizacéo fangica
era mais extensa. Este estudo forneceu uma analise abrangente da expressao génica para cada
patdégeno Aspergillus. flavus e F. verticillioides durante a infeccdo de grdos de milho com a

identificacdo de genes expressos no inicio e no final do processo de infec¢éo.
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CONCLUSOES

Ocorreu maior expressao das proteinas resistentes ao calor em gréos do hibrido P4285,

classificado como resistente aos fungos que causam graos ardidos.

Houve menor expressdo de proteinas resistentes ao calor nos graos quando as espigas

foram inoculadas com os fungos Fusarium verticillioides e Stenocarpella maydis associados.

Verificou-se maior expressao do gene LOX8 em gréos do hibrido P4285 classificado
como resistente aos fungos que causam a podriddo de grdos em comparagdo com a observada

em gréos do hibrido DKB390, classificado como susceptivel.



103

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

ALEXANDROV, N. N. et al. Insights into corn genes derived from large-scale cDNA
sequencing. Plant Molecular Biology, Dordrecht, v. 69, p.179-194. 2009.

ALFENAS, A. C. Eletroforese de isoenzimas e proteinas afins: fundamentos e aplicagdes
em plantas e microrganismos. Vicosa: Editora UFV, 2006.

AMARA, |. et al. Insights into Maize LEA proteins: from proteomics to functional
approaches. Plant and Cell Physiology, Kyoto, v. 53, n. 2, p. 312-329, 2012.

ANDRADE, T. et al. Physiological quality and gene expression related to heat-resistant
proteins at different stages of development of maize seeds. Genetics and Molecular
Research, [s. I.], v. 12, n. 3, p. 3630-3642, 2013.

BAKER, J.; VAN DENNSTEELE, C.; DURE, L. Sequence and characterization of 6 Lea
proteins and their genes from cotton. Plant Molecular Biology, Dordrecht, v. 11, n. 3, p. 277-
291, 1988.

BARTH, O. et al. Isolation of a novel barley cDNA encoding a nuclear protein involved in
stress response and leaf senescence. Physiologia Plantarum, Copenhagen, v. 121, n. 2, p.
282-293, 2004.

BAYSAL, T.; DEMIRDOVEN, A. Lipoxygenase in fruits and vegetables: a review. Enzyme
and Microbial Technology, New York, v. 40, n. 4, p. 491-496, 2007.

BENSCH, M. J.; VAN STADEN, J.; RIJKENBERG, J. H. F. Time and site of inoculation of
maize for optimum infection of ears by Stenocarpella maydis. Journal of Phytopathology,
Berlin, v. 136, n. 4, p. 265-269, 1992.

BEZERRA, M. A. Efeitos do déficit hidrico em varios estadios morfofisioldgicos da
germinacao e desenvolvimento inicial de plantulas de feijdo-de-corda (Vigna
unguiculata (L.) Walp) com diferentes graus de resisténcia a seca. 1996. 56 p. Dissertacdo
(Mestrado em Fisiologia Vegetal) - Universidade Federal de Lavras, Lavras, 1996.

BLACKMAN, M. J. et al. Proteolytic processing of the Plasmodium falciparum merozoite
surface protein-1 produces a membrane-bound fragment containing two epidermal growth
factor-like domains. Molecular and Biochemical Parasitology, Amsterdam, v. 49, n. 1, p.
29-33, 1991.

BLACKMAN, S. A.; OBENDORF, R. L.; LEOPOLD, A. C. Desiccation tolerance in
developing soybean seeds: the role of stress proteins. Physiologia Plantarum, Copenhagen,
v. 93, n. 4, p. 630-638, 1995.

BRASIL. Ministério da Agricultura e Reforma Agréria. Determinac@es adicionais — peso
volumétrico. In: Regras para analise de sementes. Brasilia, DF, 1992. cap.8, item 8.2,
p.193-194.

BRASIL. Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento. Regras para analise de
sementes. Brasilia, DF, 20009.



104

BULL, P. C.; COX, D. W. Wilson disease and Menkes disease: new handles on heavy-metal
transport. Trends Genet, London, v. 10, n. 7, p. 246-252, 1994.

CAIXETA, F. Expresséo diferencial de genes nas interacdes entre sementes de milho e
Aspergillus flavus, Fusarium verticillioides e Penicillium spp. 2012. 104 p. Tese (Doutorado
em Producdo Vegetal)-Universidade Federal de Lavras, Lavras, 2012.

CAOQO, F. Y.; YOSHIOKA, K.; DESVEAUX, D. The roles of ABA in plant-pathogen
interaction. Journal of Plant Research, v. 124, n. 4, p. 489-499, 2011;

CASELA, C.R,; FERREIRA, A. S.; PINTO, N. F.J. A. Doengas na cultura do milho. Sete Lagoas:
Embrapa Milho e Sorgo, 2006. 14 p. (Circular Técnica, 83).

CASTILLON, A.; SHEN, H.; HUQ, E. Phytochrome interacting factors: central players in
phytochrome-mediated light signaling networks. Trends in Plant Science, Oxford, v. 12, n.
11, p. 514-521, 2007.

CESARI, S. et al. The rice resistance protein pair RGA4/RGADS recognizes the Magnaporthe
oryzae effectors AVR-Pia and AVR1-CO39 by direct binding. The Plant Cell, Rockville, v.
25, n. 4, p. 1463-81, 2013

CHRISTENSEN, S. A. et al. The Novel Monocot-Specific 9-Lipoxygenase ZmLOX12 Is
Required to Mount an Effective Jasmonate-Mediated Defense Against Fusarium
verticillioides in Maize. Molecular plant-microbe interactions, Saint Paul, . v. 27, n. 11, p.
1263-1276, 2014.

CLEMENTS, M. J. et al. Evaluation of inoculation techniques for Fusarium ear rot and
fumonisin contamination of corn. Plant Disease, Saint Paul, v. 87, p. 147-153, 2003.

CLOSE, T. J. Dehydrins: a commonality in the response of plants to dehydration and low
temperature. Physiologia Plantarum, Conpenhagen, v.100, n. 2, p. 291-296, 1997.

CUSHMAN, J. C.; BOHNERT, H. J. Genomic approaches to plant stress tolerance. Current
Opinion in Plant Biology, [s. I.], v. 3, n. 2, 117-124, 2000.

DE WIT, P. J. G. M. How plants recognize pathogens and defend themselves. Cellular and
Molecular Life Sciences, Basel, v. 64, n. 21, p. 2726-2732, 2007

DICKE, M.; HILKER, M. Induced plants defence: from molecular biology to evolutionary ecology.
Basic and applied ecology. Jena, v. 4, p. 3-14, 2003.

DODDS, P. N.; RATHJEN, J. P. Plant immunity: towards an integrated view of plant—
pathogen interactions. Nature Reviews Genetics, London, v. 11, p. 539-48, 2010.
DYKEMA, P. E. et al. A new class of proteins capable of binding transition metals. Plant
Molecular Biology, Dordrecht, v. 41, n. 1, p. 139-150, 1999.

FANCELLI; A. L.; DOURADO NETO, D. Producéo de milho. 2.ed. Guaiba: Agropecuaria, 2004.
FANTAZZINI, T. B. Desempenho de sementes e expressdo génica da interacdo Fusarium
verticillioides e milho. 2014. 84 p. Dissertagéo (Mestrado em Producéo Vegetal)
Universidade Federal de Lavras, Lavras, 2014.



105

FENG, X. et al. The cold-induced basic helix-loop-helix transcription factor gene
MdCIbHLH1encodes an ICE-like protein in apple. BMC Plant Biol. [s. I.],v. 12, n. 1, p. 1-
14, 2012.

FUKUOKA, S. et al. Loss of function of a proline-containing protein confers durable disease
resistance in rice. Science, Washington, v. 325, n. 5943, p. 998-1001, 2009.

GAO X. et al. Disruption of a maize 9 lipoxygenase results in increased resistance to fungal
pathogens and reduced levels of contamination with mycotoxins fumonisin. Molecular plant-
microbe interactions, Saint Paul, v. 20, n. 8, p. 922-933, 2007.

GAO, X. et al. Maize 9-lipoxygenase ZmLOX3 controls development, root-specific
expression of defense genes, and resistance to root-knot nematodes. Molecular plant-
microbe interactions, Saint Paul, v. 21, n. 1, p. 98-109, 2008.

HASEGAWA, P. M. et al. Plant cellular and molecular responses to high salinity. Annual
Review of Plant Physiology and Plant Molecular Biology, Palo Alto, v. 51, p. 463-499,
2000.

HEIM, M. A. et al. The basic helix—loop—helix transcription factor family in plants: a
genome-wide study of protein structure and functional diversity. Molecular biology and
evolution, Chicago, v.20, n. 5, p. 735-747, 2003.

HUANG, X. A basic helix-loop-helix transcription factor, PtroHLH, of Poncirus trifoliata
confers cold tolerance and modulates peroxidase-mediated scavenging of hydrogen peroxide.
Plant Physiology, Bethesda, . v. 62, n. 2, p. 1178-94, 2013.

HUNG, I. H. et al. HAH1 is a copper-binding protein with distinct amino acid residues
mediating copper homeostasis and antioxidant defense. The journal of Biological
Chemistry, Bethesda, v. 273, n. 3, p. 1749-1754, 1998.

JIA, J. et al. Annotation and expression profile analysis of 2073 full-length cDNAs from
stress-induced maize (Zea mays L.) seedlings. The Plant Journal, [s. I.], v. 48, n. 5, p. 710-
727, 2006.

JULIATTI, F. C. et al. Efeito do genétipo de milho e da aplicacéo foliar de fungicidas na incidéncia de
grdos ardidos. Bioscience Journal, Uberlandia, v. 23, p. 34-41, 2007.

KANZAKI, K. et al (2013) Rice proteins that interact with the magnaporthe oryzae avirulence
effector AVR-Pik (A-22). In: International rice blast conference, 6, 2013, Jeju,
Proceedings... Jeju: IRBC, 2013, p. 20-24.

KAUR, H.; GANGULLI, D.; BACHHAWAT, A. K. Glutathione Degradation by the Alternative
Pathway (DUG Pathway) in Saccharomyces cerevisiae Is Initiated by (Dug2p-Dug3p)2 Complex, a
Novel Glutamine Amidotransferase (GATase) Enzyme Acting on Glutathione, The Journal of
Biological Chemistry, Bethesda, v. 287, n. 12, p. 8920-8931, 2012.

KESSLER, A. ; BALDWIN, I. T., Plant responses to insect herbivory: The Emerging Molecular,
Annual Review of Plant Biology, Palo Alto, v. 53, p. 299-328, 2002.



106

KLAPPROTH, C. J.; HAWK, A. J. Evaluation of four inoculation techniques for infecting corn ears
with Stenocarpella maydis. Plant Disease, Saint Paul, v. 75, p. 1057-1060. 1991.

LANUBILE, A. et al. Molecular Basis of Resistance to Fusarium Ear Rot in Maize. Frontiers
in Plant Science, [s. I.], v. 8, p. 1774, 2017

LE ROUX, C. A receptor pair with an integrated decoy converts pathogen disabling of
transcription factors to immunity. Cell, [s. I.], v.161, n. 5, p. 1074-88, 2015.

LIN, Y. et al. Genome-wide identification, classification and analysis of heat shock
transcription factor family in maize. BMC Genomics, [s. I.], v 12, p.76, 2011

MACKEY, D. et al, RIN4 interacts with Pseudomonas syringae type I11 effector molecules
and is required for RPM1-mediated resistance in Arabidopsis. Cell. [s. 1], v. 108, n. 6, p. 743
754, 2002.

MANJUNATH, S.; SACHS, M. M. Molecular characterization and promoter analysis of the
maize cytosolic glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase gene family and its expression
during anoxia. Plant Molecular Biology, Dordrecht, v. 33, n. 1, p. 97-112, 1997.

MANN, R. S. Diversidade do complexo Colletotrichum e de cultivares de algodoeiro por
meio de marcadores moleculares. 2002. 146 p. Tese (Doutorado em Fitotecnia) —
Universidade Federal de Lavras, Lavras, 2012.

MAQBOOL, A. et al. Structural basis of pathogen recognition by an integrated HMA domain
in a plant NLR immune receptor. eL.ife, [s. I.], v. 4, p. 08709, 2015.

MARCONDES, M. M. Incidéncia de podridao de colmo e gréos ardidos em hibridos de
milho sob diferentes densidades de plantas e épocas de colheita. 2012. 62 p. Dissertacdo
(Mestrado em Producdo Vegetal). Universidade Estadual do Centro Oeste, Unicentro,
Guarapuava. 2012.

MENDES, M. C. et al. Comportamento de hibridos de milho inoculados com os fungos
causadores do complexo grdos ardidos e associagdo com parametros quimicos e bioquimicos.
Ambiéncia, Guarapuava, v. 8 n. 2 p. 275-292, 2012

MURRE, C.; MCCAW, P. S.; BALTIMORE, D. A new DNA binding and dimerization motif
in immunoglobulin enhancer binding, daughterless, MyoD, and myc proteins. Cell. [s. 1], v.
56, n. 5, p. 777-783, 1989.

NEMCHENKO A. et al. Duplicate maize 13-lipoxygenase genes are differentially regulated
by circadian rhythm, cold stress, wounding, pathogen infection, and hormonal treatments.
Journal of Experimental Botany, Oxford, v. 57, n. 14, p. 3767-3779, 2006.

NURNBERGER, T. Signal perception in plant pathogen defense. Cellular and molecular
life sciences, Basel, v. 55, n. 2, p. 167-182, 1999.

OGUNOLA, O. F. et al. Characterization of the maize lipoxygenase gene family in relation to
aflatoxin accumulation resistance. PLoS ONE, [s. I.], v.12, n. 7, p. e0181265, 2017.



107

OKUYAMA, Y et al. A multifaceted genomics approach allows the isolation of the rice Pia-
blast resistance gene consisting of two adjacent NBS—LRR protein genes. Plant Journal, [s.
[.], v. 66, n. 3, p. 467-479, 2011.

PENG, H. et al. Molecular characterization of cold-responsive basic helix-loop-helix
transcription factors MabHLHSs that interact with MalCE1 in banana fruit. Planta. Berlin, v.
238, n, 5, p. 937-53, 2013

PEREIRA, G. S et al. Selection of maize inbred lines and gene expression for resistance to ear
rot. Genetics and Molecular Research, [s. I.], v.16, n. 3, p. 1-21, 2017.

PERVIEUX, I. et al. A spruce defensin showing strong antifungal activity and increased
transcript accumulation after wounding and jasmonate treatments. Physiological and
Molecular Plant Pathology, London, v. 64, n. 6, p. 331-341, 2004.

PFAFFL, M. W. A new mathematical model for relative quantification in real-time RTPCR.
Nucleic Acids Research, Oxford, v. 29, n. 1, p. e45, 2001.

RAMSAY, N. A.; GLOVER, B. J. MYB-bHLH-WDA40 protein complex and the evolution of
cellular diversity. Trends in Plant Science, Oxford, v.10, n. 2, p. 63-70, 2005.

REID, L.M.; HAMILTON, R. I. Effects of inoculation position, timing, macroconidial
concentration, and irrigation on resistance of maize to Fusarium graminearum infection
through kernels. Canadian Journal of Plant Pathology, Ontario, v. 18, n. 3, 279-285, 1996.

SARRIS, P. F. et al. A plant immune receptor detects pathogen effectors that target WRKY
transcription factors. Cell [s. I.], v. 161, n. 5, p. 1089-100, 2015.

SEKI, M. et al. Monitoring the expression profiles of 7000 Arabidopsis genes under drought,
cold, and high-salinity stresses using a full-length cDNA microarray. The Plant Journal, [s.
[.], v. 31, n. 3, p. 279-292, 2002.

SHU, X. et al. Comparative Histological and Transcriptional Analysis of Maize Kernels
Infected with Aspergillus flavus and Fusarium verticillioides. 2017. Frontiers in Plant
Science, v. . 8, p. 2075, 2107.

SMITH, C. J. Accumulation of phytoalexins: defense mechanisms and stimulus response
system. The New Phytologist, [s. I.], v. 132, p. 1-45. 1996.

SOARES, A. M. S.; MACHADO, O. L. T. Defesa de plantas: Sinalizacdo quimica e espécies
reativas de oxigénio. Revista Tropica — Ciéncias Agrarias e Biologicas,[s. I.], v. 1, n. 1, p.
9-19, 2007.

YAN, Y. etal. A. Disruption of OPR7 and OPR8 reveals the versatile functions of jasmonic
acid in maize development and defense. Plant Cell, Rockville, v. 24, n. 2, p, 1420-1436,
2012.

YUGE, G. et al. Molecular cloning and characterization of a novel H*-translocating
pyrophosphatase gene in Zea mays, DNA Seq., [s. I.], v.19, n. 2, p. 79-86, 2009.



108

ZACCARON, A. Z.; WOLOSHUK, C. P.; BLUHM, B. H. Comparative genomics of maize
ear rot pathogens reveals expansion of carbohydrate-active enzymes and secondary
metabolism backbone genes in Stenocarpella maydis. Fungal Biology, Oxford, v. 121, n. 11,
p. 966-983, 2017.

ZHANG, X. et al. Isolation and characterisation of cDNA encoding a wheat heavy metal-
associated isoprenylated protein involved in stress responses. Plant Biology, Stuttgart, v. 17,
n. 6, p. 1176-1186, 2015



109

ANEXO A

Meio de cultura BDA (batata agar dextrose)

Para 1 litro de solucao

200 g de batata lavada

20 g Agar

20g Dextrose (GLUCOSE ANIDRA)
g.s.p. Agua destilada

Preparo

1. Cozinhar as batatas em micro-ondas até o ponto de puré em um bécher com volume de
agua suficiente para cobrir as batatas.

2.Com um tecido, filtrar a solugdo extraida das batatas durante o cozimento e adicionar a
agua até o volume de um litro (aferir usando proveta).

3. Separar quatro recipientes (plastico/vidro) com capacidade de um litro e adicionar 10 g de
Agar mais 10 g de dextrose em cada. Verter 500 mL da solugdo de batata em cada
recipiente.

4. Autoclavar (presséo = 121 por 15 a 20 minutos).

5.0BS: Preparar as placas e palitos de madeira (substitui a pinca no momento de repicar)
para autoclavar junto com 0s meios.

Preparo das placas

1. Agrupar a quantidade de placas em um saco de papel e fechar com fita crepe.

2. Os palitos podem ser acondicionados em um bécher pequeno e fechados com papel do
tipo crafite (colocar uma borracha ou fita crepe pra lacrar).

3. Apbs autoclavar, deixar secando (over night) sobre a bancada.

Vertendo 0 meio nas placas:

1. Limpar a capela de fluxo com alcool 70 % mais hipoclorito de s6dio concentrado e deixar
secar (pode usar papel toalha para secar). Cuidado (N&o precisa usar luz ultravioleta).
Aquecer o0 meio em micro-ondas passando-o do estado sélido para o liquido.

Colocar uma pitada de antibiético e misturar devagar pra ndo formar muitas bolhas.

Usar chama para flambar os recipientes com os meios ap6s abrir.

Verter 0 meio nas placas de petri proximo a chama com cuidado para ndo passar a mao
por cima das placas abertas. Deixar as placas semiabertas na capela de fluxo até a
solidificacao.

6. Apos solidificar, 0 meio altera sua cor de amarela passa a ser de cor branca.

7. Fechar as placas, lacrar com papel filme, virar as placas (caso ficar umidade nas placas

abrwn

viradas ir4 evaporar) e armazenar até a utilizacéo.



ANEXO B

Meio Aveia 4gar — Oatmeal Agar (AO)

Ingredientes:

Flocos de aveia (Quaker tradicional) 309
Agar 209
Agua destilada 1L
Preparo:
1) Pesar 30 g de flocos de aveia;
2) Colocar os flocos em um pano de algodéo;
3) Mergulhar o pano com a aveia em um litro de agua destilada;
4) Cozinhar em fogo baixo por 60 minutos;
5) Sempre completar o volume de &gua;
6) Torcer brandamente o pano e descartar a aveia cozida;
7) Filtrar o extrato em uma proveta utilizando gaze hidrofilizada;
8) Completar o volume para 1L;

9)

Pegar 5 g de agar e colocar em cada frasco;

10) Distribuir 250 mL do extrato de aveia em cada frasco;
11) Esterelizar em autoclave a 121 °C durante 20 minutos.
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ANEXO C
Protocolo de Extracdo de RNA de Gréos de Milho

Macerar 6 sementes/graos de milho em cadinho com nitrogénio liquido.

Transferir para micro tubos de 1,5 mL o volume de 0,100 g do tecido macerado. Pesar cada
amostra.

Acrescentar 500 pL de Reagente de extracdo® gelado (4°C).

Esse processo deve ser realizado dentro da capela de exaustao.

Homogeneizar o material através de agitacdo em Vortex por 20 segundos e em seguida
colocar os tubos na posicdo horizontal por 5 minutos em temperatura ambiente (dentro da
capela).

Centrifugar a uma temperatura de 4°C com rotacdo de 14000 rpm por 15 minutos.

Com uma pipeta, transferir 400 puL do sobrenadante para novos micro tubos de 1,5 mL.
Manter o material sobre gelo.

Acrescentar 100 uL de NaCl gelado (4°C), homogeneizar no vortex e em seguida acrescentar
300 pL de Cloroformio gelado (4°C).

Apos aplicar cloroférmio, inverter cada microtubo cuidadosamente, duas vezes.

Centrifugar a uma temperatura de 4°C com rotacdo de 14000 rpm por 10 minutos.

Com uma pipeta, transferir 400 puL do sobrenadante para novos micro tubos de 1,5 mL.
Manter o material sobre gelo.

Acrescentar 400 uL de Isopropanol gelado.

Inverter cada microtubo cuidadosamente, duas vezes.

Acondicionar o material a temperatura de - 20 °C (freezer) por 10 a 20 minutos.

Centrifugar a uma temperatura de 4°C com rotacdo de 14000 rpm por 10 minutos.

Remover todo o isopropanol.

Nessa etapa pode virar rapidamente os microtubos com cuidado para ndo desgrudar o pellet.
Levar as amostras a centrifuga para um giro (spin) rapido e em seguida retirar o residual de
isopropanol com uma pipeta.

Acrescentar 1 mL de etanol 75%. Usar ponteira de 1000 pL.

Centrifugar a uma temperatura de 4°C com rotacdo de 14000 rpm por um minuto.

Remover todo o etanol virando o micro tubo de uma vez.

Centrifugar com rotacdo de 14000 rpm com poucos giros (Spin) por 30 segundos e logo apds
retirar o residual de etanol com pipeta usando.

Secar os pellets por um periodo de 20 a 30 minutos deixando 0s micros tubos descansarem na
posicao horizontal (dentro da capela em temperatura ambiente).

Ressuspender o pellet em 20 pL de agua ultra pura.

Nessa fase pode congelar a uma temperatura de -80 °C até a quantificacéo.



ANEXO D
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Tabela 15 - Resumo das analises de variancia dos resultados fisiologicos dos grdos com a observacédo de incidéncia e severidade dos fungos

Fusarium veticillioides e Stenocarpella maydis em dois tempos de colheita.

Fv QM
GL

Sm PMG_T1 PMG_T2 PESP_T1 PESP_T2 IPE_T1 IPE_T2 PGA_T1 PGA_T2 PROD_T1 PROD_T2
Hibrido 3  1584.1004  8333.8519  1080.7778  333.5321 411.4219 240,1681*  712.5836 170.7356  20844184.3524 15658782.1264
Inoculagdo 2 215225018 39376.1944 15467.8611 21846.7219 27179.9900 23815,6774* 15554.9417 24680.5514 15646591.5070 10411503.2844
Hib*Inoc 6  3318,4600* 2966,2685*  561,1944*  63,1071*  155,9692* 39.5475 720,6840*  158,1165*  3705231,6749* 3301320,1717*
Erro 24 75.9530 35.0833 28.1111 18.5858 14.1352 39.5475 1.8818 2.5283  1074461.79752  285732.5627

CcVv 3.53 2.1500 16.04 12.30 10.31 21.43 5.9 5.57 15.22 7.55

*Significativo a 5% pelo teste f
QM: Quadrado Médio; GL: Graus de Liberdade; Fv: Fusarium verticillioides; Sm: Stenocarpella maydis
T1: primeiro tempo de colheita; T2: segundo tempo de colheita;

PMG: Peso de Mil Graos; PESP: Numero de Espigas com Sintomas de Podriddo; IPE: Incidéncia de Podridao de Espigas; PGA: Porcentagem de Gréaos

Ardidos; PROD: Produtividade.



ANEXO E

Tabela 16 - Resumo das analises de variancia do teste de sanidade Blotter test.

Fv QM
GL

Sm FvTl** FvT2** SmT1 Sm T2
Hibrido 3 0.34496 0.9472 57.8374 58.2525
Inoculagéo 2 10.29009 3,8790* 34171.0882 31489.7284
Hib*Inoc 6 9,0918* 0.9212 51,3218* 86,9947*
Erro 24 1.15398 0.4076 8.9906 9.1844

CcVv 20.09 10.21 9.68 10.04

*Significativo a 5% pelo teste f.
**Transformados pela equacdo (X+0,5)"0,5

T1: primeiro tempo de colheita; T2: segundo tempo de colheita;

GL: Graus de Liberdade; QM: Quadrado Médio;
Fv: Fusarium verticillioides; Sm: Stenocarpella maydis
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