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RESUMO GERAL

SILVA, Edvaldo Aparecido Amaral da. Padrdes eletroforéticos de
isoenzimas e proteinas de sementes e coleoptilos de milho em associacdo com
microrganismos. Lavras:UFLA, 1997. 88p. (Dissertagdo-Mestrado em
Fitotecnia)*.

Este trabalho teve como objetivo, verificar a interferéncia de
microrganismos, associados as sementes e coleoptilos, nos padrdes eletroforéticos
de proteinas e isoenzimas de milho, os quais sdo utilizados na identificagdo de
cultivares e certificagdo da pureza genética. Para isso, parte das sementes de milho
da cultivar C-805, foi infectada com isolados dos fungos, em separado, de
Aspergillus flavus, Fusarium moniliforme e Penicillium spp, parte tratada com os
fungicidas Benomil® e Thiabendazol e parte ndo sofreu tratamento (T2). Em
seguida as sementes foram acondicionadas em cidmara BOD a 25° C e com 95% de
umidade relativa, por um periodo de 30 dias. Amostras das sementes foram
tomadas aos 15 dias (1° época) e aos 30 dias (2° época), para determinagio da
qualidade fisioldgica, sanitaria, analise eletroforética de proteina e dos sistemas
isoenzimaticos de alcool desidrogenase, malato desidrogenase, esterase, fosfatase
acida, peroxidase e glutamato-oxalacetato transaminase.

Para a andlise eletroforética foi utilizada uma testemunha (T1), que ndo
permaneceu em cidmara BOD para eliminar os possiveis efeitos de cimara. Para

analise eletroforética de proteina foram extraidas a fragdo zeina das sementes com

* Orientadora Prof. Dra. Edila Vilela de Resende Von Pinho. Membros da Banca:
Prof. Dra. Maria das Gragas Guimardes Carvalho Vieira e Prof. Dr.José da Cruz
Machado.
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tampdo de extragdo (12 mM de borato de sodio, pH 10, 1% SDS e 2 B-
Mercaptoetanol a 2%).

Para os sistemas isoenzimaticos de 4lcool desidrogenase, malato
desidrogenase, esterase, fosfatase 4cida, peroxidase e glutamato-oxalacetato
transaminase as isoenzimas foram extraidas através do tampdo (Tris-HCL 0,2 M
pH 8,0).

Os resultados obtidos permitiram concluir que a infecgdio das sementes com
Aspergillus flavus, Fusarium moniliforme e Penicillium spp, promove alteragbes
nos padrdes eletroforéticos das isoenzimas malato desidrogenase, esterase,
fosfatase 4cida, peroxidase e glutamato-oxalacetato transaminase; a infec¢do das
sementes com Aspergillus flavus, promove sensiveis diferencas nos padrdes
isoenzimdticos da dlcool desidrogenase; os padrdes isoenzimaticos de coleoptilos
obtidos de sementes infectadas com Fusarium moniliforme, sio alterados quanto as
isoenzimas fosfatase 4cida, esterase, peroxidase e glutamato-oxalacetato
transaminase; os padrdes isoenzimaticos de coleoptilos obtidos de sementes
infectadas com Aspergillus flavus, Fusarium moniliforme e Penicillium spp, S30
menos alterados em fungdo da presenga de microrganismos; os padrdes protéicos
de zeina ndo sdo alterados pelos fungos Aspergillus flavus, Fusarium moniliforme e

Penicillium spp, quando associados as sementes.



GENERAL ABSTRACT

ELETROFORETIC PATTERNS OF ISOZYMES AND PROTEINS OF SEEDS
AND COLEOPTILES FROM CORN ON ASSOCIATION WITH
MICROORGANISMS.

The present work was carried out with the aim to verify the interference of
microorganisms associated to the seeds and coleoptiles, in the electrophoretic
patterns of protein and isozymes of corn, which are used in the identification of
cultivars and certification of genetic purity. For this, seeds of the corn cultivar (C-
805) were infected with the fungi Aspergillus flavus, Fusarium moniliforme and
Penicillium spp, treated with the fungicides Benomil® and Thiabendazol and
nontreated (T2). The seeds was kept in chamber (BOD) to 25° C and 95% of
humidits relative, for thirty days. For the evaluation of physiology, health quality,
eletrophoretic analysis of proteins and isozymatic sistems of alchool desidrogenase,
malate desidrogenase, sterase, acid phosphatase, peroxidase and gluthamate-
oxilacethate transaminase, was taken samples to fifteen days (1™ time) and to thirty
days (2™ time).

For electrophoresis analysis was used one witness (T1) that do not kept in
chamber BOD, with aim to solve possibles effect from chamber. For eletrophoresis
analysis the protein, was extrated of zein to the seeds with the buffers (12,mM of
sodic borat, pH 10, 1% of SDS and 2-p Mercaptaetanol to 2%).

For the isozymatic sistems the alchool desidrogenase, malate desidrogenase,
sterase, acid phosphatase, peroxidase and gluthamate-oxilacethate transaminase

were extrated with the buffer (Tris-HCI1 0,2 M pH 8.0).
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The results obtained allow to conclude that the infeccion of seeds with the
fungi Aspergillus flavus, Fusarium moniliforme e Penicillium spp, promotes
alterations in the isozymatic patterns of the isozymes malate desidrogenase,
sterase, acid phosphatase, peroxidase and gluthamate-oxilacethate transaminase;
the infection of seeds by Aspergillus flavus promotes sensible alterations in the
isozymatic patterns of alchool desidrogenase; the isozymatic patterns of coleoptiles
from seeds infected by Fusarium moniliforme promotes alterations in the
isozymatic patterns of acid phosphatase, sterase, peroxidase and gluthamate-
oxilacethate transaminase; the isozymatic patterns of coleoptiles obtained from
seeds infected with Aspergillus flavus, Fusarium moniliforme and Penicillium spp,
are less affected due to the presence of those microorganisms; the proteic patterns
from zein do not change for the fungi Aspergillus flavus, Fusarium moniliforme

and Penicillium spp, when associated with seeds.



1 INTRODUCAO GERAL

O crescimento da populagdo mundial e a demanda por alimentos tém exigido
a criagdo de cultivares mais produtivas, resistentes as moléstias e as condi¢des
adversas de solo. Cultivares com caracteristicas especificas, resultantes de uma
determinada combinagd@o génica, sdo desenvolvidas pelos melhoristas e requerem a
manuten¢do de suas caracteristicas para que possam expressar todo o seu potencial
genético.

A qualidade de sementes é um fator a ser considerado em qualquer programa
de producdo agricola, visto que as caracteristicas agrondmicas das cultivares
obtidas pela pesquisa, chegam aos agricultores através da semente. Esta pode ser
analisada sob os aspectos fisicos, fisiologicos, sanitarios e genéticos.

No Brasil, dentro dos programas de controle de qualidade das instituigdes
produtoras de sementes, a identificagdo de cultivares e certificagdo da pureza
genética tém sido realizadas, principalmente através de marcadores morfoldgicos
de sementes, plantulas e plantas nas fases de florescimento e maturagdo. Porém o
emprego desses marcadores apresenta limitagdes como, exigéncia de acuidade
visual dos laboratoristas, podendo ser de pouca precisio além de exigir muito
tempo para a sua realizagao.

A certificagdo da pureza genética garante aos agricultores cultivares com as
mesmas caracteristicas desenvolvidas pelo melhorista e a utilizagdo da técnica de
identificacdo de cultivares pode garantir a protegdo legal de todo trabalho voltado

ao desenvolvimento de uma nova cultivar.



A utilizagdo de uma legislagdo que reconhega a propriedade intelectual e
estimule o investimento em pesquisas € o desenvolvimento de novas cultivares é
imprescindivel para o desenvolvimento do setor agricola de um pais.

No Brasil, através de lei 9456, de 28 de abril de 1997, foi instituida a lei de
protecdo de cultivares, que reconhece a propriedade intelectual, além de varios
direitos ao titular do material genético protegido. Sem a adogio de uma
metodologia de identificagdo segura, o produto desta pesquisa, oneroso em todos os
aspectos, poderia ser imediatamente usufruido por terceiros sem que a institui¢do
tivesse qualquer controle sobre este (Grattapaglia e Ferreira,1996).

Para isso, a biotecnologia é uma ferramenta indispensavel, por impor maior
rapidez e confiabilidade na obteng@o das diversas analises requeridas. Uma das
aplicagdes da biotecnologia refere-se a identificagdo de cultivares e certificagdo da
pureza genética.

Eletroforese de proteinas e isoenzimas podem ser utilizadas por
proporcionarem maior precis@o e rapidez, porém sdo pouco utilizadas na rotina em
laboratérios de analises de sementes em nosso pais.

A certificag@o da pureza genética de cultivares de milho, através de proteinas
como as zeinas, se baseia nas observagbes dos perfis eletroforéticos obtidos das
sementes. Ja para isoenzimas, a identificagdo de cultivares e certificagdo da pureza
genética, tem se baseado, principalmente, nas observagbes dos perfis
isoenzimaticos dos coleoptilos. Todavia, a utilizagio de sementes pode
proporcionar maior rapidez na obtengéo dos resultados das analises.

Um dos fatores que pode interferir nos resultados dos padrdes de proteinas e
isoenzimas ¢ a presen¢a de microrganismos associados as sementes, uma vez que
estes podem provocar alteragdes no metabolismo celular, além de possuir seu
proprio sistema enzimatico e serem capazes de desencadear processos metabolicos

em geral (Agrios, 1988).



Diante disso, este trabalho teve como objetivo verificar a interferéncia de
microrganismos associdados as sementes e coleoptilos, nos padrdes eletroforéticos
de proteinas e isoenzimas de milho os quais s3o utilizados na identificagdo de

cultivares e certificagdo da pureza genética.



2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Qualidade de sementes e pureza genética

Sabe-se que a qualidade da semente ¢ de fundamental importancia para o
sucesso do cultivo de qualquer espécie vegetal, uma vez que a semente ¢
responsavel por grande parte do rendimento de uma cultura, além de representar
um baixo custo em relagdo ao custo total da produgio.

A qualidade de sementes envolve atributos genéticos, fisicos, fisioldgicos e
sanitarios que afetam a capacidade da semente em originar plantas com alta
produtividade.

Para que sejam produzidas sementes com alta qualidade ha necessidade de
um monitoramento em todas as fases de produgdo. O controle de qualidade consiste
em uma série de fungdes e atividades cuja proposta é assegurar a qualidade através
de padrdes estabelecidos, proporcionando beneficios a todos os seguimentos
(Andreoli, 1991).

Dentro do sistema de produ¢do de sementes de milho, ha preocupagio por
parte do setor produtivo, em manter as caracteristicas que conferem qualidade ao
produto final, como a pureza genética, que segundo Popinigis (1975), pode
interferir na homogeneidade, no potencial de rendimento, na resisténcia as

moléstias e aos insetos, na precocidade e na qualidade final do produto.



A manutengdo da pureza genética proporciona o desempenho superior de
uma cultivar em relagdo a sua uniformidade e potencial de produtividade (Tryon,
1995).

Sendo assim, a utilizagdo de sementes geneticamente puras ¢ um fator
importantissimo para o sucesso de culturas de interesse econémico com reflexos
diretos na produtividade (Marcos Filho, Cicero e Silva, 1987).

Com a finalidade de manter esse patriménio genético, sdo adotadas rigorosas
medidas nos sistemas de produgdo sementes de milho, dos quais o isolamento dos
campos de produgdo, retirada do penddo do parental feminino, limpeza das
maquinas € equipamentos, s&o os mais conhecidos e aplicados.

No Brasil, a produgdo de sementes hibridas de milho, desenvolveu-se
principalmente na regido sul, favorecendo a ampliagio do nimero e capacidade
produtiva das companhias privadas produtoras de sementes (Von Pinho, 1995).

Segundo Carvalho e Nakagawa (1979), a presen¢a de plantas indesejaveis
pode descaracterizar uma cultivar, quanto ao seu patriménio genético. Isso pode ser
observado em um trabalho realizado por Von Pinho (1995), onde lotes de sementes
hibridas de milho apresentando mistura com sementes provenientes do parental

fémea autofecundado, mostraram redugdo na qualidade fisioldgica e produgdo de

graos.
2.2 Certificacio da pureza genética e identificacio de cultivares

A pureza genética € um dos requisitos para a comercializagio de sementes. A
presen¢a de plantas “fora de tipo” geralmente resulta em efeitos negativos na
produgdo e uniformidade. Sendo assim, companhias de sementes rotineiramente
checam a pureza genética de suas sementes. O teste mais utilizado é o teste de

grow-out, que envolve a semeadura de sementes representativas de lotes,



classificando-as, posteriormente, como sendo da cultivar em questio ou
contaminante, com base no seu fen6tipo (Arts, 1983).

Para a International Seed Testing Association (1996), as caracteristicas para
comparagdo de cultivares podem ser morfologicas, fisiologicas, citoldgicas e
quimicas.

As Regras para Analise de Sementes Brasil (1992), determinam que a
verificagdo de espécies e cultivares pode ser realizada em sementes, plantulas ou
plantas desenvolvidas em casa de vegetacdo, cAmara de crescimento ou campo.
Sendo as caracteristicas comparadas de natureza morfologica, fisiologica,
citologica, quimica e bioquimica. Porém, para a cultura do milho, dentro do sistema
de produ¢do de sementes, segundo Von Pinho(1995), no Brasil, nio existem
padrdes de tolerdncia estabelecidos para impurezas genéticas provenientes do
parental fémea autofecundados, provavelmente devido a falta de adequacdo de
metodologias para a identificagdo destas impurezas.

Payne (1987), afirma que um teste ideal para a identificacdo de cultivares e
certificagdo da pureza genética, deve produzir resultados facilmente reproduziveis
ndo apenas dentro de um laboratério, mas também, entre diferentes laboratérios,
ndo deve ser tecnicamente complexo para treinamento de pessoal, deve ser rapido e
de baixo custo.

A certificacdo da pureza genética, em cultivares de milho através das
caracteristicas morfologicas, pode ser realizada levando-se em consideracdo as
cores do mesocotilo e das raizes, altura da planta, a ocorréncia de perfilhos, a data
de emissdo do estilo-estigma, a cor da antera e partes do penddo, a cor do estilo-
estigma, o grau de macho esterilidade, as caracteristicas da palha da espiga, as
caracteristicas dos graos e espigas na maturidade (Pauksens, 1975; Pauksens e
Dhesi, 1978).
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No teste de grow-out, baseado na analise visual das cultivares nos diferentes
estadios de desenvolvimento, ha necessidade de aguardar semanas e até meses para
obtengdo dos resultados finais, além de exigir grandes 4reas para a sua condugdo
(Cooke, 1984). O mesmo autor cita ainda, que o maior empecilho ao utilizar
caracteristicas morfologicas, deve-se a influéncia dos fatores ambientais e
condig¢des de solo que podem reduzir a precisdo dos resultados.

Williams et al. (1993), afirmam que marcadores fenotipicos, tal como cor de
flor ou formato da folha sao faceis de se identificar, mas em alguns casos a
identificagdo torna-se dificil, pois esses marcadores sio afetados pelo ambiente e
controlados por genes modificadores.

" Técnicas eletroforéticas tém sido empregadas com sucesso na identificagdo
de cultivares e certificagdo da pureza genética, por constituir um teste rapido além
de demandar pouco espago fisico. Profissionais de companhias produtoras de
sementes ja instituiram que a eletroforese pode ajuda-los a economizar no custo de
produgdo, realizar pesquisas e auxiliar nos testes de qualidade de seus produtos
desde o campo até a embalagem final (Martinez, 1990).

Smith e Wych (1986), comparam os métodos de eletroforese em gel de amido
e caracteristicas morfologicas, para estimar a porcentagem de sementes
provenientes do parental fémea autofecundado em lotes de sementes hibridas de
milho. Os autores concluiram que a técnica de eletroforese é consistentemente mais
precisa quando comparada com a avaliagdo das caracteristicas morfologicas, além
de proporcionar resultados mais rapidos.

A eletroforese de isoenzimas e proteinas pode ser utilizada, como
marcadores na identificagdo de cultivares e certificagdo da pureza genética em
milho, pois sdo produtos de expressdo génica, sendo que o controle genético de

algumas isoenzimas esta bem elucidado.



" O termo 1soenzima foi primeiramente introduzido por Market e Moller
(1959), para referir-se as multiplas formas moleculares de uma enzima, com
afinidade para substratos idénticos ou similares, que ocorrem em um organismo. Os
mesmos autores demonstraram através da analise do padrédo isoenzimatico de LDH
(lactato desidrogenase), em sete diferentes tecidos e estadios de desenvolvimento
em suino, que as 1soenzimas sao especificas de tecidos, espécie e estadio de
desenvolvimento.

Shaw (1969), citado por Scandalios (1974), classificou as isoenzimas em duas
grandes categorias: aquelas que sdo moléculas distintamente diferentes e sdo
produzidas baseadas em diferentes sitios genéticos e aquelas que resultam em
alteragoes secunddrias na estrutura de um polipeptideo. No ultimo caso ocorre
ligacdo de um polipeptideo individual de uma molécula de coenzima ou outros
grupos prostéticos, através da dele¢do ou conjugagdo de moléculas com grupos
reativos como amido, carboxil ou grupo hidroxil de um residuo de aminoacido.

Segundo Goodman e Stuber (1980), varias isoenzimas foram estudas em
milho assim como os genes responsaveis pela expressdo das mesmas. Dentre estas
a fosfatase acida, alcool desidrogenase, amilase, catalase, glutamato desidrogenase,
glutamato-oxalacetato  transaminase, desidrogenase do isocitrato, malato
desidrogenase, enzima malica, peptidases, fosfoglicomutase, fosfoglicomutase
desidrogenase e fofoexoisomerase. Estas isoenzimas podem ser aplicadas em
programas de controle de qualidade na produ¢do de sementes. Os mesmos autores
afirmam, que a relativa facilidade de amostrar uma grande quantidade de
isoenzimas, a precisdo na identificagdo de genétipos e a estimativa da freqiiéncia
génica, sdo caracteristicas que fazem as mesmas terem uma grande aplicagdo para a
avaliagao de populagdes de milho.

Em milho algumas isoenzimas tal como fosfatase 4cida, 4lcool

desidrogenase, a-amilase e B-amilase, catalase, esterase, malato desidrogenase e



peroxidase, apresentam variagdo na expressio de seus padrdes com o
desenvolvimento ou estadio metabolico (Scandalios, 1974).

Segundo McMillin (1983), o complexo padrio de expressdo das enzimas
pode ser controlado por locos regulatorios, sendo que a regulagdo pode ocorrer ao
nivel de transcri¢do, pds-transcrig¢do e pos tradugao.

“ A alcool desidrogenase (ADH-EC 1.1.1.1), é uma enzima largamente
distribuida entre os animais, plantas e microrganismos e que catalisa a reagdo
RCH,OH + NAD & RCHO + NAD,H, presente no metabolismo fermentativo,
quando ha falta de oxigénio, na conversdo de acetaldeido a etanol (Scandalios,
[974). Trata-se de uma enzima bem definida geneticamente, sendo codificada por 2
genes ligados, onde cada loco tem 2 alelos Adhlf e Adhls; Adh2f e Adh2s
(Scandalios, 1974).

Com a formagdo das sementes a ADH torna-se expressiva no escutelo no
cariopse seco e também no processo inicial de germinagdo (Scandalios, 1974). E
comum a ocorréncia de duas formas diferentes de ADH chamadas de ADHI e
ADH2, sendo que a ADHI ndo ¢ encontrada no endosperma do grao maduro ou
durante o processo de germinagdo (Scandalios, 1974). Segundo o mesmo autor, a
ADH ¢ a isoenzima mais comum nos varios estadios de desenvolvimento da planta
de milho. Nos ultimos estadios da germinagio a atividade da ADH diminui devido
a presenga de um inibidor gerado neste periodo (Scandalios, 1974). De acordo com
Sachs (1980), a ADH estd entre um pequeno grupo de polipeptideo que ¢é
sintetizado em resposta as condigdes anaerdbicas. Nio é claro o mecanismo que faz
com que a ADH aumente em condigdes de anaerobiose, o que se sabe é que sobre
essas condigdes, o ciclo de Krebs ¢ bloqueado, levando ao acumulo de piruvato. O
excesso de piruvato € descarboxilado para acetaldeido o qual atua como substrato

induzindo a ADH.
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" A enzima malato desidrogenase (MDH-EC 1.1.1.37), esta presente em uma
variedade de plantas catalisando a reagdo MALATO + NAD™ <& OXALACETATO
+ ADH" + H'. Apresenta importantes fungdes fisiologicas dentro da célula, como
enzima do ciclo de Krebs, além de atuar como papel central na maioria das rotas
bioquimicas da célula. E também integrante da malato que transfere equivalentes
reduzidos sobre as membranas das mitocdndrias, podendo participar da fixagdo de
gas carbdnico em plantas superiores.

Segundo Rocha e Ting (1970), a MDH exibe poucas mudangas qualitativas
durante o curso de desenvolvimento de um organismo. Essas isoenzimas sio
encontradas em associagdo a uma grande quantidade de organelas subcelulares
apresentando diferen¢as na regulagdo da atividade em varios sitios (Scandalios,
1974). O total de MDH ativa tende a aumentar durante o estadio inicial de
desenvolvimento da planta de milho, sendo que este aumento, é devido a sintese de
NOVO € muito pouco a um mecanismo ativador (Scandalios, 1974).

MDHs especificas tém sido encontradas em associagdo com glioxissomas
(gMDH) e mitocondrias (mMDH). Em milho ocorre a MDH mitocondrial
sugerindo que essa isoenzima € sintetizada nos ribossomas do citoplasma e
posteriormente incorporadas dentro da mitocondria (Scandalios, 1974).

+As peroxidases (PO-EC 1.11.1.7), sdo enzimas que podem utilizar o peroxido
de hidrogénio para oxidar uma grande quantidade de doadores de hidrogénio, tal
como substancias fendlicas, citocromo C, acido ascorbico e certos ions inorganicos
(Sauders, Homes-Siedle e Stark, 1964). A peroxidase ¢ uma homoproteina
especializada no requerimento de peroxido de hidrogénio dos grupos alcoois
combinando-os com peréxido de hidrogénio para formar moléculas de agua. As
peroxidases sdo largamente distribuidas entre as plantas superiores com ocorréncia
numa variedade de tecidos (Scandalios, 1974) e também de ocorréncia no reino

animal. O termo peroxidase foi utilizado pela primeira vez no ultimo século,
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quando ela foi isolada de rabano silvestre Huystee (1987). Estudos de diferenciagdo
celular tém mostrado que ha uma relagdo paralela entre o aumento da atividade de
peroxidase e o conteudo de lignina formada nos traqueideos. (Fukuda ¢ Komamine,
1982). As peroxidases tém sido bastante estudadas, apesar de ndo se ter estudos
genéticamente definidos (Scandalios 1974). Do ponto de vista genético existem
alguns trabalhos em cevada e em milho. Em cevada o nimero de peroxidases
detectadas alcangam de 8 a 12 dependendo do tecido e estadio de desenvolvimento.
De 144 linhagens examinadas, 4 variagdes isoenzimaticas foram determinadas
geneticamente, sendo que cada uma das variagdes é controlada por genes alélicos
de 4 locos distintos (Felder,1970). Em milho existem 10 zonas eletroforéticamente
detectadas de peroxidase ativa, variando sua expressdo nos tecidos durante todo o
ciclo (Brewbaker e Hamill, 1972).
~ Esterases (EST-EC 3.1.1.1), sdo um complexo e heterogéneo grupo de
enzimas que hidrolizam ésteres de acordo com a reagdo: R-COOR + HOH < R-
COOH + ROH. Schwartz (1960) relatou diferencas qualitativas de esterases em
milho, trabalhando com a-naftil-acetato como substrato e com Fast blue RR como
corante. O autor descreveu trés locos distintos para esterase em milho (E1,E2 e E3)
e seus trabalhos tém sido enfocados para estudos genéticos do loco E1. Schwartz
(1960), mostrou que ha 7 alelos no loco E1, sendo que cada alelo apresenta uma
esterase com mobilidade eletroforética caracteristica. Schwartz, Fuchsman e
McGrath (1965), classificaram esses alelos como Ef, E, EN ER ES E'e EY, sendo
que a maioria dos estudos genéticos tem sido feito usando os alelos EF, EN e ES.
Endo e Schwartz (1966), relataram que algumas esterases E1 estdo presentes no
endosperma do milho em formagdo, na plimula ¢ em baixa concentragio na
radicula das plantulas.
* Glutamato-oxalacetato transaminase (GOT-EC 2.6.1.1), também conhecida

como aspartato aminotransferase, catalisa a rea¢do especifica de transferéncia de
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um aminogrupo de um aminoacido ao acido o cetoglutarato para formar o acido
glutdmico e produzir cetoacido (Conn e Stump, 1980). Esta enzima tem um papel
importante no metabolismo de aminoacidos. Uma outra fun¢do, também atribuida a
esta enzima, € na descarboxilagdo via enzima do acido malico, na transformagdo de
aspartato em acido oxalacético e malato, durante a fixagdo do gas carbonico pelas
plantas. Em milho, segundo Scandalios, Sorenson e Ott (1975), a GOT tem sido
encontrada em todos os tecidos examinados. Stuber et al. (1988), relataram a
ocorréncia de trés locos para a GOT: Gotl, Got2 e Got3. Segundo Newton (1983), a
Got 2 e Got 3, estdo localizadas no brago menor do cromossoma cinco e a Gotl,
esta localizada no cromossoma trés do milho. O mesmo autor, relata que para a
linhagem (W64A), algumas isoenzimas GOT foram observadas, sendo a Got 3 a de
mais rapida migragdo, relacionada com as mitocondrias, a Got 1 a mais lenta,
relacionada com os glioxissomas e finalmente a Got 2, de migragdo intermedidria,
relacionada com os plastideos, sendo bastante estimulada pela luz.

A fosfatase acida (ACP-EC 3.1.3.2), participa nas reagdes de hidrolise de
esteres, podendo atuar sobre fosfolipideos de membranas, provocando peroxidagio
destes lipideos. Stuber et al. (1988), relataram a presenga do loco Acpl, como o
mais freqiiente, alem disso, os mesmos autores relataram a ocorréncia de um loco
Acp 4, de resolugdo pouco consistente nos géis e de ocorréncia em algumas
populagbes de milho. Hendrich-Sobrinho (1982), utilizou as isoenzimas alcool
desidrogenase, catalase, peroxidase, esterase e fosfatase acida, como marcadores
genéticos na identificacdo de nove linhagens de milho; o autor observou que apenas
quatro locos em esterase diferenciaram as noves linhagens.

Goodman e Stuber (1980), trabalharam com eletroforese em 13 isoenzimas
em milhos exoticos, elite e selvagens dos Estados Unidos, com a finalidade de
determinar o potencial das isoenzimas na caracterizagio de cultivares de milho. Os

autores relataram a presenga de 200 alelos para esses materiais, concluindo que



“fingerprints” isoenzimaticos obtidos, foram capazes de identificar 86% dos 342
materiais analisados. Tal trabalho demonstrou variabilidade suficiente para a
utilizagdo de isoenzimas na identificagdo de cultivares de milho.

Cardy e Kannerberg (1982), encontraram 0 mesmo potencial das isoenzimas
para identificagdo de cultivares em 110 linhagens e 155 hibridos comerciais,
envolvendo 12 enzimas e 22 locos. Alguns alelos, ocorreram em baixa freqiiéncia,
apesar de terem se apresentado com “fingerprints” tnicos, sendo responséveis pela
identificagdo de 80% das linhagens e 94% dos hibridos.

Para a certificagdo da pureza genética Arts (1983), afirma que a utilizagdo de
cinqiienta sementes de cada parental e do Fy, € suficiente para estimar com 95% de
conflanga a propor¢do de impurezas genética de materiais, até mesmo para locos
que estejam segregando. Segundo o mesmo autor, a aplicagdo desta técnica
possibilita a detec¢do de alguns contaminantes em lotes de sementes tais como:
sibs, colheita do parental macho e a presenga de pélen estranho no campo de
producao de sementes.

Orman et al. (1991), utilizaram a metodologia proposta por Stuber et al.
(1988), para verificar a precisdo e reprodutibilidade de observagdes morfoldgicas e
analise isoenzimatica na detec¢do de contaminagdes genéticas em linhagens de
milho em trés diferentes laboratorios e trés areas de plantio. Tal estudo demonstrou
que as isoenzimas, fosfatase 4cida, alcool desidrogenase, isocitrato desidrogenase,
malato desidrogenase, 6-fosfoglucanato desidrogenase, fosfoglucomutase e
fosfohexoisomerase, sdo uma ferramenta adequada para determinar a pureza
genética de cultivares de milho e que deveriam ser utilizadas em conjunto com as
caracteristicas morfologicas.

Contudo, Falkenhagen (1985), afirma que uma desvantagem das isoenzimas,
como marcadores moleculares, é que podem ser afetadas pelas condigdes

ambientais e pelos diferentes estadios de desenvolvimento da planta. Além disso, o
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numero de locos de isoenzimas, que pode ser analisado, € limitado € nem sempre,
portanto, é possivel, a diferenciagdo dos genétipos (Adams e Joly, 1980; Eckert,
Joly e Neale, 1981). Schimke e Doyle (1970), citados por Scandalios (1974), afirmam
que a modificagdo das proteinas, em organismos superiores, é um processo
continuo e geral, onde diferentes microrganismos, concentra¢des das enzimas e
flutuagées isoenzimaticas, podem controlar qualquer taxa constante de sintese ou
de degradagdo.

~De acordo com Pinto, Sader e Lemos (1995), alguns fatores afetam o
metabolismo das plantas, dentre eles as doengas, que influenciam a atividade das
isoenzimas, especialmente as esterases, peroxidases, fosfatases e fenolases,
causando o aparecimento de padrdes ou atividades diferentes. Segundo Vieira
(1996), determinadas isoenzimas apresentam modificagdes em seus padrdes
eletroforéticos em fungéo da associagdo fungo/semente.

N Em algoddo, determinadas isoenzimas, tais como fosfatase acida, catecol
oxidase, hexoquinase, enzima malica e esterase podem ter os resultados de seus
zimogramas alterados em fungdo da presenga de microrganismos, devendo,
portanto, serem evitadas em programas de identificagio de cultivares (Vieira, 1996).
Segundo o mesmo autor, as isoenzimas glutamato desidrogenase ¢ glutamato-
oxalacetato transaminase mantiveram seus padrdes inalterados, podendo ser mais
indicadas em programas de identificagdo de cultivares.

Para Cherry (1983), a presenc¢a de microrganismos nas sementes pode causar
diminui¢io da intensidade de algumas proteinas, intensifica¢do de outras € a
producdo de miltiplas formas moleculares.

A diminuigdo da intensidade, intensificagdo e ocorréncia de novas formas
moleculares para esterase, peroxidase, leucina aminotransferase oxidase e catalase
foram observadas em sementes associadas com microrganismos (Cherry, Mayne e
Ory, 1974).



xPara Branddo Junior (1996), o uso de marcadores bioquimicos, tais como
isoenzimas, permite avaliar sensiveis modifica¢cdes ocasionadas pela agdo de
MICrorganismos, quanto em associagdo com sementes, durante o processo de
deterioragdo/| Segundo Goodmam, Zoltan e Wood (1985), em plantas infectadas por
fungos a quantidade de proteinas e nitrogénio, do complexo fungo hospedeiro,
geralmente aumentam durante os estadios iniciais da doenga. Este aumento pode
ser devido a presenga do patégeno ou ‘a sintese de novas proteinas pelo hospedeiro.
A sintese de proteinas tanto pelo patdgeno como pelo hospedeiro tem sido
observada. A sintese de algumas proteinas assim como a degradagdo de outras é
estimulada, ocorrendo influéncia nas reagbes enzimaticas pelas mudangas na
concentragdo de ativadores, inibidores, coenzimas e substratos. As alteragdes
podem ser semelhantes aquelas que ocorrem devido as injurias mecanicas ou
senescéncia tais como: aumento na taxa de respira¢do e atividade de citocromo
oxidase, glicose-6-P-desidrogenase, invertase, peroxidase, polifenoxidase, oxidase
ascorbica, aumento na atividade de ribonucleases e aumento no numero e atividade
da mitocondria. Os mesmos autores, observaram ainda, que todos esses processos
sdo também caracteristicos de tecidos feridos e sdo conectados com a ativagdo de
sintese de RNA, sendo que as mudangas, que ocorrem nas proteinas, tém um
significado bioldgico de reparar as injirias que ocorrem nas células.

Também as proteinas presentes no endosperma de sementes de milho, tém
sido utilizadas como marcadores na identificagdo de cultivares e certificagio da
pureza genética. Estas podem ser divididas em duas fra¢Ses distintas: as zeinas,
proteinas do grupo das prolaminas, caracterizadas pelo seu teor reduzido de lisina e
triptofano (Doll, 1984) e as ndo zeinas que englobam as albuminas, globulinas e
glutelinas, que possuem atividade enzimética e sdo nutricionalmente, mais

balanceadas que as zeinas (Wallace et al., 1990).
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A utilizagdo de focalizagdo isoelétrica (IEF) de proteinas soliveis do
endosperma, como a zefna, pode também ser utilizada na diferenciagio de
linhagens e hibridos (Wilson, 1984) e (Brink et al. 1989), bem como na
determinacdo da pureza genética de lotes de sementes (Salamini e Soave, 1979);
(ISTA, 1996).

Dentre as vantagens de sua utilizagéo Brink et al. (1989), citam que durante o
desenvolvimento das sementes de milho ocorre o actmulo pronunciado de
proteinas de reservas (zeinas), iniciando por volta de quinze dias apés a
polinizagdo. Os autores ainda ressaltam, que o seu padrio nio muda com o
desenvolvimento e maturagfo da planta. Para Righeti e Bossio (1981), o padrio de
zeina ndo ¢ afetado pelos fatores ambientais, pois a presenga das zeinas, estdo mais
dirctamente relacionada com as informagSes genéticas contidas nas células das
plantas.

Com base no padrdo eletroforético das zeinas em gel de poliacrilamida
contendo dodecil sulfato de sédio (SDS-PAGE), as mesmas podem ser dividas em
quatro grupos: alfa-zeina de 19 e 22 kD, gama-zeina de 16 e 27 kD, beta-zeina de
14 KD e delta zeina de 10 kD Essen (1986), citado por (Guimardes, 1994).

Guimardes (1994), utilizou gel de poliacrilamida contendo SDS, para
caracteriza¢do de populagdes indigenas de milho que apresentavam griios opacos.
Segundo o0 mesmo autor, o nivel de ndo-zeinas no endosperma apresentou uma alta
correlagdo com a qualidade proteica, podendo ser utilizado como mais um
pardmetro na selegdo de milhos com alta qualidade protéica, em programas de
melhoramento. Brink et al. (1989), utilizaram focalizagdo isoelétrica de zeina para a
determinacdo da pureza genética de cultivares comerciais de milho. Os autores
concluiram que as zeinas sdo mais eficientes que as isoenzimas na certificacdo da
pureza genética de cultivares. Os autores observaram ainda, que a focalizacédo

isoelétrica de zeina serve de auxilio para a eletroforese de isoenzimas na
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certificagio da pureza genética de cultivares, quanto ocorre dificuldade de
interpretagdo dos resultados através dos perfis eletroforéticos de isoenzimas.
Segundo Cooke (1994), os profissionais da International Seed Testing
Association, vém trabalhando desde 1978, com técnicas eletroforéticas, com o
objetivo de encontrar padrdes para a certificagdo da pureza genética. Atualmente ja
existem padrdes para trigo, cevada, ervilha e centeio através de SDS-PAGE (gel de
poliacrilamida com dodecil sulfato de sodio), para milho através de focalizagéo
isoelétrica. O grupo tem trabalhado na identificagdo de ervilha utilizando SDS
PAGE ou IEF ¢ avaliagdo computadorizada dos géis e tem sugerido métodos para a

determinagdo da pureza de hibridos de algodo.

2.3 Interferéncia de microrganismos associados as sementes

Os efeitos dos microrganismos em sementes ao nivel bioquimico e molecular
¢ pouco elucidado, no entanto, existem fungos capazes de invadir as sementes
durante seu desenvolvimento ou apos a maturagdo. Quando a infecgdo é acentuada
chega a injuriar a semente, podendo causar descoloragdo, enrugamento e redugéo
na qualidade fisiologica, bem como, alteragdes nos perfis eletroforéticos de
proteinas e isoenzimas.

Segundo Christensen (1973), existem duas categorias de fungos que sdo
associados as sementes: fungos de campo e fungos de armazenamento. Os fungos
de campo tém potencial para invadir as sementes na planta mide e sdo
principalmente  representantes do  género  Alternaria,  Cladosporium,
Helmintosporium e Fusarium; esses fungos geralmente finalizam suas atividades
durante o armazenamento. Os fungos de armazenamento, os quais incluem
diferentes espécies de Aspergillus e Penicillium, podem tolerar baixo grau de

umidade e desenvolvem-se, portanto, em sementes armazenadas.



18

Lucca Filho (1987), afirma que um dos meios mais eficientes de
disseminagdo de doengas € a semente, considerando que através das sementes 0s
patogenos podem ser transportados e introduzidos em novas areas.

De acordo com Agrios (1988), a maioria dos patdgenos vive em associa¢do
ou dentro de protoplastos celulares. Esses patdgenos obtém nutrientes do
protoplasto, como agucares e aminoacidos, que sdo moléculas pequenas, sendo
absorvidas diretamente; outros constituintes celulares, como proteinas e acidos
graxos podem ser utilizados apenas apos a degradagdo por enzimas secretadas pelo
patogeno.

Os principais danos causados por fungo de campo e armazenamento sdo o
decréscimo na germinagdo, descoloragdo de parte ou de todo o grio, aquecimento e
mofo, transformagdes bioquimicas, produgio de toxinas, modifica¢des celulares e
outros (Wetzel, 1987).

Fusarium moniliforme, pode sobreviver no interior das sementes de milho
causando podriddes e morte das plantulas. Os sintomas observados sdo a podridio
de sementes devido a destruigdo do embrido antes da ocorréncia da germinagio,
como também a morte das plantulas antes ou apds a emergéncia (Balmer, 1978).

Cordeiro, Raventos e Segundo (1992), observaram o acimulo de dois grandes
grupos de proteinas chamadas de PR proteinas (pathogenesis-related proteins), em
resposta a infecgdo de Fusarium moniliforme em sementes de milho.

Na mesma linha de pesquisa, Raventos, Cordeiro ¢ Segundo (1994),
observaram a sintese de PR proteinas de peso molecular de 23 e 24 kD em
embrides de milho germinando, infectados com Fusarium moniliforme, bem como,
o acumulo dessas proteinas nos tecidos do embrido infectado.

Doehlert; Knutson e Vesonder (1994), estudaram a presenga de Fumonisin
B1, toxina produzida por Fusarium moniliforme, durante a germinagdo de sementes

de milho. Os autores observaram que houve uma inibigdo da elongagdo da radicula
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e na produgdo de amilase, concluindo que a presenga dessa toxina pode provocar
efeitos deletéricos na emergéncia das plantulas.

Os chamados fungos de armazenamento podem causar grandes prejuizos a
qualidade de sementes armazenadas Christensen e Lopez (1963), estes
compreendem principalmente espécies do género Aspergillus e Penicillium,
Esporos e micélios destes fungos, normalmente ja estdo presentes na superficie das
sementes, quando estas sdo colocadas para germinar (Popinigis, 1977). Sendo
assim, as condigdes de armazenamento exercem grande influéncia no
desenvolvimento destes fungos. Aspergillus spp e Penicillium spp, sdo adaptados a
ambientes com baixa umidade, podendo se desenvolver em materiais cujo conteido
de umidade estejam em equilibrio com a umidade relativa de 65-90%. Em
condigdes de 90 a 95% de umidade relativa e 25°C, Mycock, Lloyd e Berjak (1988)
demonstraram microscépicamente que Aspergillus flavus var. columnaris, foi capaz
de invadir o cariopse do milho através de lesdes no funiculo, penetrando pela
regido do escutelo apos trés semanas ¢ apds um més de armazenamento o €ixo
embriondrio foi totalmente invadido. Hifas desse fungo invadiram os tecidos
internos de pléntulas em germinagdo através de lesdes nos estdmatos. (Mycock,
Rijkenberg ¢ Berjak, 1990); estes autores também demonstraram que Aspergillus
flavus, var. columnaris, persiste nas plantas jovens de milho por um periodo de 6
semanas.

Apesar das espécies de Aspergillus, serem associadas ao armazenamento de
sementes ¢ geralmente consideradas saprofitas, varias investigagdes tém sugerido
que certas espécies sdo habeis para invadir e infectar plantas em crescimento, como
Aspergillus flavus, em algoddo ( Klich, Lee e¢ Huizar, 1986) e Aspergillus
parasiticus em plantas de amendoim (Cole, Blankenship e Sanders, 1986). Os
referidos fungos causam enfraquecimento, morte, descoloragdo do embridio e das

sementes, bolor, aquecimento e apodrecimento total (Dhingra, 1985).
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4 CAPITULO1

Padrdes eletroforéticos de isoenzimas de sementes e coleoptilos de milho
em associacdo com microrganismos.



RESUMO

Padrdes eletroforéticos de isoenzimas de sementes e coleoptilos de milho em
associa¢io com microrganismos.

Este trabalho teve como objetivo, verificar a interferéncia de
microrganismos, associados as sementes e coleoptilos de milho, nos padrdes
eletroforéticos de isoenzimas, os quais sdo utilizados na identificagio de cultivares
e certificagdo da pureza genética. Para isso, parte das sementes de milho da cultivar
C-805, foi infectada com isolados dos fungos, em separado, de Aspergillus flavus,
Fusarium moniliforme e Penicillium spp, parte tratada com os fungicidas
Benomil® e Thiabendazol e parte ndo sofreu tratamento (T2). Em seguida as
sementes foram acondicionadas em cdmara BOD a 25° C e a 95% de umidade
relativa, por um periodo de 30 dias. Amostras das sementes foram tomadas aos 15
(1* época) ¢ aos 30 dias (2° época), para determinagdo da qualidade fisiologica,
sanitiria e dos sistemas isoenzimaticos de 4alcool desidrogenase, malato
desidrogenase, esterase, fosfatase dacida, peroxidase e glutamato-oxalacetato
transaminase.

Para a andlise eletroforética foi utilizada uma testemunha (T1), que ndo
permaneceu em camara BOD, para eliminar os possiveis efeitos de cAmara. Para os
sistemas isoenzimaticos de dlcool desidrogenase, malato desidrogenase, esterase,
fosfatase acida, peroxidase e glutamato-oxalacetato transaminase as isoenzimas
foram extraidas através do tampdo (Tris-HCL 0,2 M pH 8,0).

Os resultados obtidos permitiram concluir que a infecgdo das sementes com

os fungos Aspergillus flavus, Fusarium moniliforme e Penicillium spp, promove

alteragbes nos padrdes eletroforéticos das isoenzimas malato desidrogenase,
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esterase, fosfatase 4cida, peroxidase e glutamato-oxalacetato transaminase; a
infecgdo das sementes com Aspergillus flavus promove sensiveis diferencas nos
padrdes isoenzimaticos da alcool desidrogenase; os padrdes isoenzimaticos de
coleoptilos obtidos de sementes infectadas com Fusarium moniliforme, sio
alterados quanto as isoenzimas fosfatase acida, esterase, peroxidase e glutamato-
oxalacetato transaminase; os padrdes isoenzimaticos de coleoptilos obtidos de
sementes infectadas com Aspergillus flavus, Fusarium moniliforme e Penicillium

spp, sdo menos alterados em fungéo da presenca de microrganismos.



ABSTRACT

Eletroforetic patterns of isozymes of seeds and coleoptiles from corn on
association with microorganisms.

The present work was carried out with the aim to verify the interference of
microorganisms associated to the seeds and coleoptiles, in the electrophoretic
patterns of isozymes of com, which are used in the identification of cultivars and
certification of genetic purity. For this, seeds of the corn cultivar (C-805) were
infected with the fungi Aspergillus flavus, Fusarium moniliforme and Penicillium
spp, treated with the fungicides Benomil® and Thiabendazol and nontreated (T2).
The seeds was kept in chamber (BOD) to 25° C and 95% of humidits relative, for
thirty days. For the evaluation of physiology, health quality and of isozymatic
sistems of alchool desidrogenase, malate desidrogenase, sterase, acid phosphatase,
peroxidase and gluthamate-oxilacethate transaminase, was taken samples to fifteen
days (1® time) and to thirty days (2™ time).

For electrophoresis analysis was used one witness (T1), that do not kept in
chamber BOD, with aim to solve possibles effect from chamber. For the isozymatic
sistems the alchool desidrogenase, malate desidrogenase, sterase, acid phosphatase,
peroxidase and gluthamate-oxilacethate transaminase were extrated with the buffer
(Tris-HC1 0,2M pH 8,0).

The results obtained allow to conclude that the infeccion of seeds with the
fungi Aspergillus flavus, Fusarium moniliforme e Penicillium spp, promotes

alterations in the isozymatic patterns of the isozymes malate desidrogenase,



sterase, acid phosphatase, peroxidase and gluthamate-oxilacethate transaminase;
the infection of seeds by Aspergillus flavus promotes sensible alterations in the
1soenzimatic patterns of alchool desidrogenase; the infection of seeds by Fusarium
moniliforme promotes alterations in the isozymatic patterns of coleoptiles of acid
phosphatase, sterase, peroxidase and gluthamate-oxilacethate transaminase; the
‘1sozymatic patterns of coleoptiles obtained from seeds infected with Aspergillus
flavus, Fusarium moniliforme and Penicillium spp, are less affected due to the

presence of those microorganisms.



4.1 INTRODUCAO

A qualidade de sementes € um fator a ser considerado em qualquer programa
de produgdo agricola, visto que as caracteristicas agronémicas das cultivares
obtidas pela pesquisa chegam aos agricultores através da semente. Esta pode ser
analisada sob os aspectos fisicos, fisioldgicos, sanitarios e genéticos.

A certificagdo da pureza genética garante aos agricultores cultivares com as
mesmas caracteristicas desenvolvidas pelo melhorista e a identificagdo de
cultivares pode garantir a protego legal do trabalho voltado ao desenvolvimento de
uma nova cultivar.

A identifica¢do de cultivares e certificacdo da pureza genética de sementes
de milho sdo realizadas pelas instituigdes produtoras de sementes dentro dos
programas de controle de qualidade, principalmente, através de marcadores
morfol6gicos de sementes, plantulas e planta. Porém o emprego desses marcadores
apresenta algumas limitagdes como a influéncia de fatores ambientais e condigdes
do solo (Cooke, 1984; Williams et al. 1993).

Para superar estas limitagdes, técnicas eletroforéticas tém sido empregadas
com sucesso na identificagdo de cultivares e certificagdo da pureza genética
(Martinez, 1990; Smith e Wych, 1986; Goodman e Stuber 1980; Stuber et al. 1988;
Arus, 1983 e Cardy Kannenberg, 1982).

A metodologia proposta por Stuber et al. (1988) baseia-se nas observac¢des
dos perfis eletroforéticos dos coleoptilos de milho. No entanto, a utilizacdo de

sementes pode proporcionar maior rapidez na obten¢ado do resultados das analises.



Um dos fatores que pode interferir nos resultados dos padrées eletroforéticos
¢ a presenga de microrganismos associados as sementes, uma vez que estes podem
provocar alteragdes no metabolismo celular, além de possuirem seu proprio sistema
enzimatico (Agrios, 1988).

Diante disso, este trabalho teve como objetivo verificar a interferéncia de
microrganismos associados as sementes e coleoptilos de milho, nos padrdes
eletroforéticos de isoenzimas, os quais sdo utilizadas na identificagdo de cultivares

e certificag@o da pureza genética.



4.2 MATERIAIS E METODOS

O presente trabalho foi desenvolvido nos Laboratérios de Sanidade e
Biotecnologia de Sementes, dos Departamentos de Fitopatologia e Agricultura
respectivamente, da Universidade Federal de Lavras em 1997,

Foram utilizadas sementes de milho da cultivar C-805, safra 94/95. Para se
conhecer 0 nivel de alteragdo provocado pelos microrganismos nos padrdes
eletroforéticos de isoenzimas, parte das sementes foi infectada com isolados dos
fungos em separado de Aspergillus flavus, Fusarium moniliforme ¢ Penicillium
spp, parte tratada com os fungicidas Benomil® e Thiabendazol, parte ndo sofreu
tratamento(T2). Para a analise eletroforética foi utilizada uma testemunha (T1), que
nao permaneceu em camara BOD, para eliminar os possiveis efeitos de camara.
Para os sistemas isoenziméticos de alcool desidrogenase, malato desidrogenase,
esterase, fosfatase acida, peroxidase e glutamato-oxalacetato transaminase as
isoenzimas foram extraidas através do tampdo (Tris-HCL 0,2M pH 8,0).

As sementes infectadas, tratadas e ndo tratadas foram mantidas em cimara
BOD a 25° C com 95% de umidade relativa durante trinta dias, de acordo com
recomendagdes de Mycock, Rijkenberg e Berjak(1992). Aos quinze dias (1% Epoca)
e aos trinta dias (2* Epoca), foram retiradas amostras para a realizagdo das analises
isoenzimaticas, fisioldgica e sanitaria.

A qualidade fisiologica foi determinada pelos testes de germinagdo e

tetrazolio.
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Os fungos utilizados na inoculagdo foram isolados de sementes de milho
submetidas ao “blotter” test conforme descri¢do na literatura.

O in6culo conjunto de uma mistura de Caolim, foram obtidos segundo a
metodologia descrita por Vieira (1996).

A concentragdo de esporos na formulagdo de po foi ajustada para 10 x 10°
esporos/g do produto com auxilio de uma cdmara de Neubayer. As sementes foram
infectadas com o pé contendo os esporos dos fungos considerados, na dosagem de
200g/100K g de sementes.

Os fungicidas utilizados no tratamento das sementes, foram Benomil® na
dosagem de 200 g do produto comercial em 100 Kg de sementes e a partir do 14°
dia as sementes foram tratadas com Thiabendazol na dosagem de 60 g do produto

comercial em 100 Kg de sementes.

4.2.1 Teste de germinagio

O teste de germinagdo foi realizado em 8 repeticbes de 25 sementes por
amostra. A semeadura foi realizada em papel toalha na forma de rolo, umedecido
em agua na quantidade equivalente a 2,5 o peso do papel. As sementes foram
colocadas para germinar em aparelho previamente regulado a temperatura de 30° C.
As avaliagdes foram feitas aos 7 dias apos a semeadura, segundo as prescrigdes

contidas na Regras para Andlise de Sementes (Brasil, 1992).

4.2.2 Teste de tetrazolio

Quatro subamostras de 25 sementes foram pré-acondicionadas em recipiente
com agua por um periodo de 18 horas a temperatura de 25° C. Posteriormente as

sementes foram seccionadas no sentido longitudinal e imersas em solu¢do de
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cloreto de 2,3,5 trifenil tetrazdlio a 0,1% por um periodo de 6 horas a temperatura
de 30° C na auséncia de luz para coloragdo. Apos este periodo as sementes foram
lavadas em agua corrente e avaliadas de acordo com as recomendagdes de Dias e

Barros (1995), sendo que os resultados foram expressos em porcentagem.

4.2.3. Qualidade sanitaria das sementes

A sanidade das sementes foi determinada pelo teste de incubagdo em papel
de filtro (“Blotter test”) em placas de Petri de 15 cm de didmetro. As sementes
foram distribuidas sobre dois discos de papel de filtro previamente esterilizados e
umedecidos com agua destilada e esterilizada.

Foram distribuidas 25 sementes por placa, em 8 repeti¢des, perfazendo um
total de 200 sementes por tratamento. A seguir, as placas contendo as sementes
foram incubadas em ambiente controlado a uma temperatura de 20° C + 2° C sob
regime de alternancia de luz negra e escuro. Apds as primeiras 24 horas de
incubagdo, as sementes foram mantidas em freezer a temperatura de -20° C por 24
horas. Em seguida as placas foram retornadas para a sala de incubagéo a 20° C + 2°
C sobre regime alternado de 12 horas de luz negra e 12 horas no escuro, durante 7
dias. Apds este perido, foi feita avaliagdo dos patdégenos com o auxilio de um
microscépio esterioscopico, de acordo com as caracteristicas morfologicas de seu
crescimento sobre as sementes, sendo que os resultados foram expressos em
porcentagem de sementes infectadas.

Antes de submeter as sementes ao teste de sanidade, as mesmas foram

tratadas com Hipoclorito a 1% durante um minuto.
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4.2.4 Extracio das isoenzimas e anilise eletroforética

Para a anédlise eletroforética de isoenzimas foram utilizadas amostras de
cinqiienta sementes (Arus, 1983) e cingiienta coleoptilos de plantulas provenientes
de sementes germinadas no escuro, em rolo de papel a temperatura de 30° C, por
um periodo de cinco dias apos a semeadura de acordo com recomendagdes de
(Stuber et al., 1988). As sementes e coleoptilos foram liofilizadas e trituradas a frio,
em moinho refrigerado. O produto obtido foi armazenado em freezer a —-84° C.

Apds obtida a cultura pura dos fungos Aspergillus flavus, Fusarium
moniliforme e Penicillium spp, em BDA, o micélio foi transferido para meio
liquido de glicose e extrato de levedura de acordo com recomendagdes de (Millis,
Sreenivasaprasad e Brown 1994), citados por Vieira (1996), a 25° C sob agitac¢do
no escuro. A curva de crescimento micelial dos isolados cultivados no meio foi
determinada de acordo com procedimentos descritos por (Alfenas, 1991).

Apds esta fase de inoculagdo os micélios foram coletados & vacuo,
liofilizados e macerados em nitrogénio liquido, sendo que o pé micelial foi
armazenado em freezer a —84° C.

As isoenzimas foram extraidas utilizando-se 100 mg de sementes moidas e
coleoptilos macerados e 0,015 mg de pé micelial também macerado, aos quais
foram adicionados 200 pl do tampdo de extragdo Tris-HCI 0,2 M pH 8,0 e em
seguida mantidos por 24 horas em geladeira. Apds esse periodo as amostras foram
centrifugadas a 14.000 rpm a 4° C por 30 minutos. Em seguida foram aplicados 40
ul do sobrenadante nos géis de poliacrilamida a 7,5% (gel separador) e 4,5% (gel
concentrador). O sistema tampio gel/eletrodo utilizado foi Tris-glicina pH 8,9. As
corridas foram efetuadas a 12 mA no gel concentrador e 24 mA no gel separador.

Apds a eletroforese, os géis foram revelados e corados para os sistemas
isoenzimaticos: alcool desidrogenase (ADH-EC 1.1.1.1) esterase (EST-EC 3.1.1.1),



fosfatase acida (ACP-EC 3.1.3.2), glutamato-oxalacetato transaminase (GOT-EC
2.6.1.1), malato desidrogenase (MDH-EC 1.1.1.37) e peroxidase (PCHEC: 1:11.1.7).
de acordo com (Alfenas, 1991).

4.2.5 Procedimentos estatisticos

O delineamento utilizado foi o inteiramente casualizado com quatro
repetigdes, em parcela subdividida no tempo, de acordo com Steel e Torrie (1980).
Foram avaliados os tratamentos, sementes infectadas com Aspergillus flavus,
infectadas com Fusarium moniliforme e infectadas com Penicillium spp, tratadas
com fungicidas e ndo tratadas em duas épocas de avaliagio: aos 15 (1 €poca), € aos
30 dias (2* época). Foi verificado a normalidade dos dados pelo teste de Lilliefors.

Na comparagdo das médias foi utilizado o teste de Duncan ao nivel de 5%.



4.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.3.1 Padriao isoenzimatico das sementes

Com relagdo a analise eletroforética, pode ser observado em geral, pelos
zimogramas (Figuras 1 e 2), que dentre as enzimas avaliadas a alcool desidrogenase
(ADH), malato desidrogenase (MDH), peroxidase (PO), esterase (EST) e
glutamato-oxalacetato  transaminase (GOT), apresentaram diminui¢do da
intensidade e ou numero de bandas devido a presenga de microrganismos. No
padrdo eletroforético de fosfatase 4acida (ACP), foi detectado aumento da
intensidade de bandas com a presenga de microrganismos. As isoenzimas que
apresentaram atividade para os fungos estudados foram: dlcool desidrogenase
apenas na 2 ° época (30 dias), esterase, fosfatase acida, glutamato-oxalacetato
transaminase e peroxidase. Dentre estas as que apresentaram atividade para todos
os fungos foram as hidrolases (esterase e fosfatase acida). A glutamato-oxalacetato
transaminase apresentou atividade para Aspergillus flavus e Penicillium spp, € a
peroxidase apenas para Penicillium spp.

Para a élcool desidrogenase (ADH-EC 1.1.1.1), nas duas épocas de avaliagio
foram observadas sensiveis diferengas nos padrdes isoenzimaticos das sementes
infectadas com Aspergillus flavus (Figuras 1 e 2). Na segunda época (30 dias) foi
observado diminui¢do na intensidade e numero de bandas em sementes tratadas
com fungicidas ¢ ndo tratadas. A auséncia do oxigénio promove o inicio do

metabolismo fermentativo, através da indugdo da alcool desidrogenase onde o



41

acetaldeido ¢ reduzido a etanol pelo NADH. Os produtos finais desse metabolismo
fermentativo sdo toxicos para as células e segundo Taiz e Zeiger (1991), o etanol
parece ser o produto do metabolismo fermentativo menos deletérico comparado ao
lactato, pois a acumulagdo deste tltimo promove a acidificacdo do citossol. No
presente trabalho, as modificagdes ocorridas na atividade dessa enzima, parecem
ter sido mais em fun¢do da agdo dos microrganismos sobre o metabolismo das
sementes. Aos 30 dias (2* época), onde houve maior nivel de infec¢do das sementes
(Figura 5), parece ter havido maior alteragdo no metabolismo das sementes com
conseqiiente redugdo na qualidade fisiologica (Tabelas 1, 2 ¢ 3) e maior alteragdo
nos padroes isoenzimaticos (Figura 2). A diferenca detectada e relatada
anteriormente, pode contribuir para a ocorréncia de enganos durante as analises de
identificagdo de cultivares e certificacdo da pureza genética. Vale ressaltar, que o
numero de sementes infectadas por Aspergillus flavus, foi superior aos outros dois
fungos considerados no presente estudo (Figuras 5 e 6). Esse microrganismos
parece ser o que mais contribuiu para o efeito negativo sobre o metabolismo das
sementes com subsequente alteragdo no padrdo eletroforético das enzimas em
questdo (Tabelas 1,2 e 3) e (Figuras 1 e 2).

Ja a malato desidrogenase (MDH-EC 1.1.1.37). apresentou diminui¢do na
intensidade e niimero de bandas em sementes infectadas com Aspergillus flavus,
Fusarium moniliforme e Penicillium spp, nas duas épocas em estudo. As maiores
alteragdes, tanto em intensidade como no nimero de bandas, foram observadas em
sementes infectadas com Aspergillus flavus, fato que coincide com a alta
porcentagem de sementes infectadas (77%), na primeira época de avalia¢do (Figura
5). Vieira (1996), encontrou resultados diferentes em sementes de algodio e
inoculadas com fungos do género Aspergillus e envelhecidas. Possivelmente, a
presen¢a do microrganismo nas sementes, nos niveis do presente trabalho, levou a

diminuigdo da intensidade e numero de bandas em fun¢do do aumento da atividade
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respiratéria, uma vez que a malato desidrogenase atua no ciclo de Krebs
catalisando a reagdo de malato a oxalacetato. Estas alteragdes no perfil
eletroforético, estdo de acordo com as consideragées feitas por Cherry (1983).

Foi observado, nos padrdes isoenzimaticos de esterase (EST-EC 3.1.1.1),
diminui¢do no numero e intensidade de bandas em sementes infectadas com
Aspergillus flavus, Penicillium spp, assim como em sementes tratadas com
fungicidas nas duas épocas de avaliagdo (Figuras 1 e 2). Possivelmente, trata-se de
uma enzima bastante sensivel, sendo o perfil eletroforético muito alter;cldo,
principalmente devido a presenga de fatores externos. Resultado semelhante foram
observados por Vieira (1996), onde o autor relata que o perfil eletroforético de
esterase € bastante alterado pela agdo de microrganismo ¢ que a mesma deve ser
usada com restrigdes em analises de identificagdo de cultivares. Cherry, Mayne e
Ory (1974), relataram diminui¢do da intensidade, intensificagdo e ocorréncia de
novas formas moleculares de esterase em sementes de amendoim infectadas com
Aspergillus parasiticus.

Quanto a fosfatase acida (ACP-EC 3.1.3.2), foi observado aumento na
intensidade de bandas em sementes infectadas com Aspergillus flavus e Fusarium
moniliforme, nas duas épocas de avaliagio ¢ em sementes infectadas com
Penicillium spp apenas na segunda época de avaliagdo. Esses resultados estio de
acordo com os encontrados por Vieira (1996), onde as sementes apresentaram
alteragdes nos seus padrdes isoenzimaticos em fungdo da associagdo
fungo/semente. A fosfatase dcida esta envolvida na hidrélise de ésteres, podendo
atuar sobre fosfolipideos de membrana, tendo como conseqiiéncia a peroxidagdo de
lipideos. Diversos autores relatam o aumento da peroxidagdo de lipideos com o
envelhecimento das sementes. Neste estudo, foram observadas que a intensidade de
bandas para as sementes infectadas foi maior, sugerindo que a presenga dos

microrganismos, considerados neste estudo, tem papel importante na peroxidagio



de lipideos. Agrios (1988) relata que cercosporin, toxina produzida por Cercospora
spp. atua na peroxida¢do de lipideos de membrana.

Intensidade de bandas para peroxidase (PO-EC 1.11.1.7), foi reduzida, nas
duas épocas de avaliagdo em sementes infectadas com  Aspergillus flavus,
Fusarium moniliforme comparada as sementes ndo acondicionadas em BOD (T1).
Esta diminui¢do pode estar relacionada com a intensa atividade celular, dessa
enzima, na eliminagdo dos perdxidos formados. A peroxidase é uma oxiredutase
especializada na remocgdo de peroxidos. Stuber et al. (1988). ndo a considerou em
seus estudos, de obtengdo de marcadores isoenzimaticos, com a possibilidade de
utilizé-la na identificagdo de cultivares e certificagio da pureza genética,
possivelmente devido ao fato que as peroxidases ndo estdo muito bem definidas
geneticamente, faltando informagdes sobre o seu controle genético (Scandalios,
1974).

Os padrdes isoenzimaticos de glutamato-oxalacetato transaminase, (GOT-EC
2.6.1.1), apresentaram diminui¢fo na intensidade de bandas com a presenca de
Aspergillus flavus, Fusarium moniliforme e Penicillium spp, durante a primeira
época de avaliagdo. Na segunda época, tanto em sementes infectadas com os
referidos fungos, como em sementes ndo tratadas foi observado diminuicio da
intensidade de bandas comparada com as sementes tratadas com fungicida. A
banda que apresentou diminui¢do de intensidade foi Got 2, relatada por Newton
(1983), como pertencente aos cloroplastos. Branddo Junior (1996), relatou a perda
de banda de Got 2, com o envelhecimento das sementes, e que isto esta relacionada
com a redu¢do na qualidade fisiologica das sementes. Situacdo contraria foi
observada por Vieira (1996), onde a GOT manteve o padrido de bandas inalterado
com o aumento do periodo de envelhecimento artificial em sementes de algodao.

Devido ao envolvimento desta enzima no metabolismo de nitrogénio,
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possivelmente, sensiveis diferengas na sintese de aminoacidos poderdo ocorrer,
contribuindo para a redugd@o na qualidade fisiologica das sementes.

De uma maneira geral, os padrdes eletroforéticos obtidos a partir de
sementes apresentaram-se bastante alterados, principalmente, em funcdo da
preseng¢a de microrganismos, devendo ser utilizado com restricdes nos testes de
identificagdo de cultivares e certificagdo da pureza genética, apesar da rapidez na

obteng¢do dos resultados impostos pelas sementes.
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FIGURA 1. Zimogramas isoenzimatico de sementes de milho da cultivar C-805
durante a primeira época de avaliagdo, onde (T1) Testemunha, (A)
Aspergillus flavus (F), Fusarium moniliforme, (P) Penicillium spp (1),
Infectadas com Aspergillus flavus, Fusarium moniliforme e
Penicillium spp, respectivamente, (T) Tratada, (T2) Nio tratada das
isoenzimas  ADH  (alcool  desidrogenase), MDH (malato
desidrogenase), EST(esterase), ACP(fosfatase acida), PO (peroxidase)
e GOT (glutamato-oxalacetato transaminase).
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FIGURA 2. Zimogramas isoenzimatico de sementes de milho da cultivar C-805,
durante a segunda época de avaliagdo, onde (T1) Testemunha, (A)
Aspergillus flavus (F), Fusarium moniliforme, (P) Penicillium spp (1),

Infectadas

com Aspergillus flavus,

Fusarium moniliforme e

Penicillium spp, respectivamente, (T) Tratada, (T2) Nio tratada das

1soenzimas ADH

(alcool

desidrogenase), MDH  (malato

desidrogenase), EST(esterase), ACP(fosfatase acida), PO (peroxidase)
e GOT (glutamato-oxalacetato transaminase).
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4.3.2 Padrao isoenzimatico dos coleoptilos

Com relagao analise eletroforética em coleoptilos, pode ser observado em
geral pelos zimogramas (Figura 3), que entre as enzimas avaliadas nesse estudo
nenhuma delas sofreu alteragdo devido a presenca de microrganismos durante a
primeira época de avaliagdo. Deve-se ressaltar, que ndo foi observado atividade da
alcool desidrogenase, mostrada nas Figuras 3 e 4, nas duas épocas de avaliago.
Possivelmente, isto ocorreu porque ndo estava presente 0 gene responsavel pela
expressdo do loco ADHI, que ¢ relatado ser bastante ativo, estando presente apenas
o gene responsavel pela expressdo do loco ADH2, que segundo Stuber et al. (1988),
ndo € muito ativo no coleoptilo. Este fato evidencia a baixa atividade do loco
ADH2 nas cultivares e linhagens de clima temperado e tropical. Porém estudos
com outras cultivares e linhagens devem ser realizados para se conhecer o
comportamento desta enzima para as nossas condigdes. Uma outra situagdo, que
pode ter ocorrido € a baixa concentragdo dessa enzima nos coleoptilos. Pode ser
observado em geral pelos zimogramas apresentados na (Figura 4), que os perfis
eletroforéticos de malato desidrogenase, ndo apresentaram alteragcdes na segunda
época de avaliagdo. Para a alcool desidrogenase, foi observado presenca de bandas
apenas no tratamento onde as sementes foram tratadas com fungicidas. Foi
observado aumento na intensidade de bandas das enzimas fosfatase acida e esterase
para os coleoptilos obtidos de sementes infectadas com Fusarium moniliforme.
Para peroxidase, foi observado aumento na intensidade e no niimero de bandas em
coleoptilos oriundos de sementes infectadas com Fusarium moniliforme. Para
glutamato-oxalacetato transaminase, foi observado apenas aumento no ntiimero de
bandas nos padrdes eletroforéticos dos coleoptilos obtidos de sementes infectadas

com Fusarium moniliforme.
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Fosfatase 4acida ¢ uma enzima que pode atuar na peroxidagio de lipideos.
Desta forma, a presenga de Fusarium moniliforme, pode ter contribuido para o
aumento da intensidade de bandas desta enzima, podendo estar relacionada com a
peroxidagdo de lipideos.

Para esterase foi observado diminuigio da intensidade de bandas em
coleoptilos obtidos de sementes infectadas com os fungos Aspergillus flavus,
Penicillium spp. No entanto, foi observado aumento na intensidade de bandas para
a mesma enzima em coleoptilos provenientes de sementes infectadas com
Fusarium moniliforme. Vale ressaltar, que Mycock, Lloyd e Berjak (1988),
relataram a presenca de Aspergillus flavus em plantas jovens de milho com 6
semanas. Todavia, estas alteragdes nos perfis eletroforéticos, provocados pela
presenca desses fungos, possivelmente, nfo comprometem a utilizagdo desta
enzima na identificagdo de cultivares e certificagdo da pureza genética.

Neste estudo, para a glutamato-oxalacetato transaminase foi observado a
ocorréncia de mais uma banda nos padrdes eletroforéticos dos coleoptilos
provenientes de sementes infectadas com Fusarium moniliforme.

Possivelmente, a infeccdo de Fusarium moniliforme, pode ter provocado
alteragdes nos perfis eletroforéticos para fosfatase 4cida, esterase, glutamato-
oxalacetato transaminase e peroxidase, apesar de ndo ser visivel a presenca do
fungo nos coleoptilos. Foley (1962), relata que Fusarium moniliforme, apds infectar
a semente ¢ capaz de ramificar-se pelos tecidos da planta, sendo a infec¢do ndo
revelada por sintomas claros. Estas alteragdes nos perfis eletroforéticos também
foram relatadas por Cherry, Mayne e Ory (1974) e Cherry (1983).

De uma maneira geral, os perfis eletroforéticos dos coleoptilos obtidos de
sementes infectadas com microrganismos apresentaram-s¢ menos alterados,

principalmente na primeira época de avaliagdo. Com relagdo a segunda época de



49

avaliagdo, as alteragdes observadas parecem estar associadas com o aumento na
porcentagem de sementes infectadas, com Fusarium moniliforme e Penicillium.

O coleoptilo € a parte da planta considerada por Stuber et al. (1988) e pela
AOSA (1991), em seus procedimentos. Os resultados obtidos no presente trabalho
permitem afirmar que os perfis eletroforéticos de coleoptilos, obtidos de sementes
infectadas com Aspergillus flavus, Fusarium moniliforme e Penicillium spp, sdo
menos alterados. Portanto, os resultados obtidos estio em concordincia com a

metodologia proposta por Stuber et al. (1988).
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FIGURA 3. Zimogramas isoenzimatico de coleoptilos oriundos da cultivar C-805,
durante a primeira época onde, (T1) Testemunha, (A) Aspergillus

favus, (F) Fusarium moniliforme, (P) Penicillium spp, (I) Infectadas

com Aspergillus flavus, Fusarium moniliforme e Penicillium spp,
respectivamente, (T) Tratada, (T2) Nao tratada, das isoenzimas ADH
(alcool desidrogenase), MDH (malato desidrogenase), EST(esterase),
ACP(fosfatase acida), PO (peroxidase) e GOT (glutamato-oxalacetato
transaminase).
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FIGURA 4. Zimogramas isoenzimatico de coleoptilos oriundos da cultivar C-805,
durante a segunda época onde (T1) Testemunha, (A) Aspergillus
flavus, (F) Fusarium moniliforme, (P) Penicillium spp , (I) Infectada
com Aspergillus flavus, Fusarium moniliforme e Penicillium spp,
respectivamente, (T) Tratada, (T2) Nao tratada, das isoenzimas ADH
(élcool desidrogenase), MDH (malato desidrogenase), EST(esterase),
ACP(fosfatase acida), PO (peroxidase) e GOT (glutamato-oxalacetato
transaminase).




4.3.3. Qualidade sanitiria

Os resultados obtidos na andlise sanitaria das sementes de milho, revelaram
maior incidéncia dos fungos: Aspergillus flavus, Fusarium moniliforme e
Penicillium spp. Nas sementes infectadas com o fungo Aspergillus flavus foi
observado um aumento de 60% na porcentagem de sementes infectadas aos 15 dias
de exposi¢do em cimara. Apos este periodo houve uma reducio da ordem de 20%
de sementes infectadas pelo respectivo patégeno até o periodo de 30 dias nas
mesmas condi¢3es (Figura 5). Esses resultados sugerem que o periodo de 15 dias
de exposi¢do das sementes, nas condigdes do presente trabalho, permite é possivel
obter infecgbes significativas pelo referido fungo. Resultado semelhante foi
observado em sementes de milho que ndo receberam o tratamento fungicida para o
mesmo fungo (Figura 6).

Para Fusarium moniliforme, foi observado aumento na porcentagem de
sementes infectadas aos quinze e trinta dias, 1° e 2° épocas respectivamente, de
exposigdo em cdmara BOD a 25° C e 95% de umidade relativa (Figura 5). O
aumento na porcentagem de sementes infectadas da primeira época para a segunda
foi de 6% (Figura 5). Sementes que ndo receberam o tratamento fungicida
apresentaram aumento de 4% de infecgdo pelo fungo Fusarium moniliforme da
primeira época para a segunda. Sementes ndo tratadas com fungicidas apresentaram
porcentagem superior de sementes infectadas, com o referido fungo, nas duas
épocas de avaliagio (Figuras S e 6). Estes resultados sugerem que a utiliza¢do desse
método de infecg¢@o para Fusarium moniliforme, ndo contribui para um aumento
significativo na porcentagem de sementes infectadas.

Foi observado redugdo na porcentagem de sementes infectadas com
Penicillium spp, aos quinze dias de exposi¢do em cidmara e apos este periodo houve

um aumento da ordem de 27%. Resultados diferentes foram observados para as
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sementes que nao receberam o tratamento fungicida, uma vez que ocorreu aumento
na porcentagem de sementes com Penicillium spp, apos quinze dias de exposicio
em camara e posterior reducdo da ordem de 1,5%, apos a exposi¢do das mesmas
em camara por um periodo de 15 dias (Fi gura 6). Com relagdo as sementes tratadas
com fungicidas houve redugio na infeccio destas pelos fungos Aspergillus flavus,
Fusarium moniliforme e Penicillium SPp. apos exposi¢do das mesmas em camara
por um periodo de 15 dias. Apos este periodo, ocorreu aumento na porcentagem de
sementes infectadas com os fungos de armazenamento. Esse comportamento nao
fot observado para Fusarium moniliforrie cuja porcentagem de sementes infectadas
permaneceu em zero, até o periodo de =xposicdo das sementes por trinta dias em
camara (Figura 7).

Comparando os resultados obtidos para as sementes infectadas (Figura 5) e
para aquelas que receberam o tratamento fungicida (Figura 7), foi observado que os
fungicidas utilizados foram capazes de manter em niveis bastante reduzidos a

porcentagem de sementes infectadas.

iod —————
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FIGURA 5. Porcentagem de sementes infectadas pelos fungos Aspergillus flavus,
Fusarium — moniliforme e  Penicillium spp, apos a infeccdo das
mesmas pelos respectivos fungos aos quinze e aos trinta dias de

exposicdo das sementes em camara BOD a 25° C e 95% de umidade
relativa.
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FIGURA 6. Porcentagem de sementes infectadas pelos fungos Adspergillus flavus.,
Fusarium moniliforme e Penicillium spp, obtidos de sementes nio
submetidas ao tratamento fungicida aos quinze e trinta de exposigdo
das sementes em cidmara BOD a 25° C e 95% de umidade relativa.
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FIGURA 7. Porcentagem de sementes infectadas pelos fungos Aspergillus flavus.,
Fusarium moniliforme € Penicillium spp, obtidos de sementes

tratadas com fungicidas aos quinze e trinta dias de exposi¢cdo das
sementes em cdmara BOD a 25° C a 95% de umidade relativa.
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4.3.4 Qualidade fisioldgica

A analise de varidncia dos dados obtidos nos testes de germinacdo e
tetrazolio (potencial de germinagdo e vigor) (Tabela 1 A), revelou efeito

significativo para tratamento, época e para a intera¢do tratamento x época.

4.3.4.1 Potencial de germinacio

TABELA 1. Resultados médios (%) do potencial de germinagido obtidos pelo teste
de tetrazolio em sementes de milho submetidas a diferentes
tratamentos e avaliadas em duas épocas-UFLA-MG, 1997.

EPOCAS
TRATAMENTO EPOCA 1 EPOCA2 MEDIAS
Infectada Aspergillus flavus 38¢c 41b 40b
Infectada Fusarium moniliforme 58b 41b 50ab
Infectada Penicillium spp 80a 5lab 66a
Tratada 7T4a 6la 68a
Nio tratada 63bc 48ab 56ab
MEDIAS 63 48

Meédias seguidas da mesma letra, na coluna, ndo diferem entre si pelo teste de Duncan a 5%.

Os dados do potencial de germinagdo, obtidos pelo teste de tetrazdlio,
indicam diferenga estatistica entre os tratamentos nas duas épocas de avaliagdo
(Tabela 1). Na 1% época as sementes infectadas com Aspergillus flavus,
apresentaram o menor potencial de germinagéo, seguidas pelas sementes infectadas
com Fusarium moniliforme e ndo tratadas. Maior potencial de germinagdo foi
observado em sementes infectadas com Penicillium spp e naquelas tratadas com
fungicidas. Durante a 2 época as sementes infectadas com Aspergillus flavus e
Fusarium moniliforme nao diferiram estatisticamente, seguidas pelas sementes

infectadas com Penicillium spp e ndo tratadas com fungicidas as quais ndo

diferiram daquelas tratadas com fungicidas.
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TABELA 2. Resultados médios (%) de germinacdo de sementes de milho

submetidas a diferentes tratamentos e avaliadas em duas épocas-
UFLA-MG,1997.

~ EPOCAS

' TRATAMENTOS EPOCA 1 EPOCA 2 MEDIAS
Infectada Aspergillus flavus 37b 01b 19¢
Infectada Fusarium moniliforme 44b 12ab 28bc
Infectada Penicillium spp 64a 07ab 35b
Tratada 63a 27a 45a
Nao tratada 41b 15b 28bc

| MEDIAS 50 12

Meédias seguidas da mesma letra, na coluna, ndo diferem entre si pelo teste de Duncan a 5%.

De acordo com a Tabela 2, durante a 1° época, as sementes infectadas com
Penicillium spp e tratadas com fungicidas apresentaram maior porcentagem de
germinagdo, seguidos pelas sementes infectadas com  Aspergillus flavus e
Fusarium moniliforme, que nao diferiram estatisticamente entre si. Na 2° época, as
sementes infectadas com Aspergillus flavus foram as que apresentaram a menor
germinacdo, porém ndo diferiram estatisticamente das sementes infectadas com
Fusarium moniliforme e Penicillium spp, que por sua vez, ndo diferiram das
sementes ndo tratadas. As sementes tratadas com fungicidas apresentaram maior
porcentagem de germinacdo quando comparadas com aquelas infectadas com
Aspergillus flavus e ndo tratadas. A exposi¢do das sementes em cdmara BOD a 25°
C a 95% de umidade relativa, por um periodo de trinta dias (2 época), reduziu
significativamente a germinacao destas (Tabela 2)

De uma maneira geral, sementes infectadas com Aspergillus flavus, e
Fusarium moniliforme, apresentaram menor potencial de germinagdo obtido pelo
teste de tetrazolio e porcentagem de germinagdo. A reducdo na qualidade
fisiologica de sementes infectadas com Fusarium moniliforme pode estar

relacionada com a capacidade rapida desse fungo em diminuir a qualidade das




sementes quando comparadas com os fungos de armazenamento. As sementes
submetidas ao tratamento fungicida apresentaram maior germinagdo e potencial de
germinagdo, obtido através do tetrazélio, quando comparadas com as sementes nio
tratadas e infectadas com os fungos Aspergillus flavus, Fusarium moniliforme e
Penicillium spp.

Foi detectado pelo teste de germinagdo redugdo mais acentuada na qualidade
fisioldgica das sementes infectadas e ndo tratadas, quando comparada com a obtida
no potencial de germinagéo, através do teste de tetrazolio. Essa diferenca deve-se,
provavelmente, ao fato de que o resultado obtido no teste de germinagdo sofre a
influéncia da presenga de fungos de armazenamento, os quais impedem a

germinagdo de sementes viaveis, fato que ndo ocorre no teste de tetrazolio.

TABELA 3. Resultados médios (%) de vigor obtidos pelo teste de tetrazolio em
sementes de milho submetidas a diferentes tratamentos e¢ avaliadas
para duas épocas-UFLA-MG, 1997.

EPOCAS
TRATAMENTOS EPOCA 1 EPOCA2 MEDIAS
Infectada Aspergillus flavus 38¢ 38b 38b
Infectada Fusarium moniliforme 55b 3% 47ab
Infectada Penicillium spp 75a 49ab 62a
Tratada 70ab 60a 65a
Nao tratada 63ab 45a 54ab
MEDIAS 60 46

Médias seguidas pela mesma letra, na coluna, ndo diferem entre si pelo teste de Duncan a 5%.

Durante a 1* época de avaliagdo, as sementes infectadas com Aspergillus
flavus e Fusarium moniliforme apresentaram-se com menor vigor quando
comparado com as sementes tratadas com fungicida e ndo tratadas as quais ndo

diferiram estatisticamente das sementes infectadas com Penicillium spp (Tabela 3).



Os resultados de vigor obtidos em sementes infectadas com Aspergillus
flavus e Fusarium moniliforme ndo diferiram entre si e foram estatisticamente
iguais aqueles obtidos em sementes infectadas com Penicillium spp (Tabela 3).

O teste de sanidade, revelou menor porcentagem de sementes infectadas com
o fungo Penicillium spp, sugerindo que o maior vigor pode ser atribuido a menor
incidéncia desse microrganismo (Figura 5). O teste de sanidade revelou maior
porcentagem de sementes infectadas para os fungos Fusarium moniliforme e
Aspergillus flavus (Figura 5) os quais podem ter contribuido para a redug¢do do

vigor (Tabela 3).



4.4 CONCLUSOES

Os resultados obtidos, no presente trabalho, permitiram concluir que:

I- A infecgdo das sementes com Aspergillus flavus, Fusarium moniliforme e
Penicillium spp, promovem alteragdes nos padrdes eletroforéticos das
isoenzimas malato desidrogenase, esterase, fosfatase acida, peroxidase e
glutamato-oxalacetato transaminase;

2- A infecgdo das sementes com Aspergillus flavus promove sensiveis diferengas
nos padrdes isoenzimaticos da alcool desidrogenase;

3- Os padrdes isoenzimaticos de coleoptilos obtidos de sementes infectadas com
Fusarium moniliforme, sdo alterados quanto as isoenzimas fosfatase 4cida,
esterase, peroxidase e glutamato-oxalacetato transaminase;

4- Os padrdes isoenzimaticos de coleoptilos obtidos de sementes infectadas com
Aspergillus flavus, Fusarium moniliforme e Penicillium spp, sdo menos alterados

em fung¢do da presenca de microrganismos.
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5 CAPITULO II

Padroes eletroforéticos de proteinas em sementes de miltho em associa¢do com
microrganismos.



RESUMO

Padraes eletroforéticos de proteinas em sementes de milho em associacio com
microrganismos.

Este trabalho teve como objetivo, verificar a interferéncia de
microrganismos, associados as sementes de milho, nos padrdes eletroforéticos de
proteinas, os quais sio utilizados na certificagdo da pureza genética de cultivares de
milho. Para isso, parte das sementes de milho da cultivar C-805, foi infectada com
isolados dos fungos, em separado, de Aspergillus flavus, Fusarium moniliforme e
Penicillium spp, parte tratada com os fungicidas Benomil® e Thiabendazol e parte
ndo sofreu tratamento (T2). Em seguida as sementes foram acondicionadas em
cdmara BOD a 25° C com 95% de umidade relativa, por um periodo de 30 dias.
Amostras das sementes foram tomadas aos 15 (1* época) e aos 30 dias (2* época),
para determinagio da qualidade fisiologica, sanitaria € padrio proteico de zeina.

Para a andlise eletroforética foi utilizada uma testemunha (T1), que nio
permaneceu em cdmara BOD, para eliminar os possiveis efeitos de cdmara. Para
analise eletroforética de proteina foram extraidas a fragdo zeina das sementes com
tampdo de extragdo (12 mM de borato de sodio, pH 10, 1% SDS e 2 B-
Mercaptoetanol a 2%)).

Os resultados obtidos permitiram concluir que os padrdes protéicos de zeina
nio sdo alterados pelos fungos Aspergillus flavus, Fusarium moniliforme e

Penicillium spp, quando associados as sementes.



ABSTRACT

Eletroforetic patterns of proteins of seeds from corn on association with
microorganisms.

The present work was carried out with the aim to verify the interference of
microorganisms associated to the seeds, in the electrophoretic patterns of proteins,
which are used in certification of genetic purity of corn cultivars. For this, seeds of
the corn cultivar (C-805), were infected with the fungi Aspergillus flavus, Fusarium
moniliforme and Penicillium spp, treated with the fungicides Benomil® and
Thiabendazol and nontreated (T2). The seeds was kept in chamber (BOD) to 25° C
and 95% of humdits relative, for thirty days. For the evaluation of physiology,
health quality and proteic patterns from zein, was taken samples to fifteen days (1%
time) and to thirty days (2™ time).

For electrophoresis analysis was used one witness (T1), that do not kept in
chamber BOD, with aim to solve possibles effect from chamber.

For eletrophoresis analysis the protein, was extrated of zein to the seeds with
the buffers (12,mM of sodic borat, pH 10, 1% of SDS and 2-8 Mercaptaetanol to
2%).

The results obtained allow to conclude that the proteic patterns from zein do
not change for the fungi Aspergillus flavus, Fusarium moniliforme and Penicillium

spp, when associated with seeds.
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5.1. INTRODUCAO

Cultivares com caracteristicas especificas, resultantes de uma determinada
combinagdo génica, sdo desenvolvidas pelos melhoristas e requerem a manutencio
de suas caracteristicas para que possam expressar o seu potencial genético.

A qualidade de sementes ¢ um fator a ser considerado em qualquer programa
de produgdo agricola, visto que as caracteristicas agrondmicas das cultivares,
obtidas pela pesquisa, chegam aos agricultores através da semente. Esta pode ser
analisada sob os aspectos fisicos, fisiologicos, sanitarios e genéticos.

A certifica¢@o da pureza genética garante aos agricultores cultivares com as
mesmas caracteristicas desenvolvidas pelo melhorista. A certificagdo da pureza
genética € realizada pelas instituigdes produtoras de sementes dentro dos programas
de controle de qualidade, principalmente, através de marcadores morfologicos de
sementes, plantula e planta.

Porém, o seu emprego apresenta algumas limitagdes como a influéncia de
fatores ambientais e condigdes de solo (Cooke, 1984 ¢ Williams et al., 1993).

Para superar essas limitagdes técnicas eletroforéticas tém sido empregadas
com sucesso na certificagdo da pureza genética de cultivares de milho (ISTA, 1996;
Ormam et al.1991; Arus, 1983; Wilson, 1984; Brink et al. 1989; Salamini e Soave,
1979).
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A metodologia proposta pela ISTA (1996), baseia-se nas observagdes dos
perfis eletroforéticos de proteina presente no endosperma das sementes de milho
como as zeinas.

Todavia, um dos fatores que pode interferir nos resultados dos padroes
eletroforéticos, € a presenga de microrganismos associados as sementes, uma vez
que estes podem provocar alteracdoes no metabolismo celular, além de possuirem
seu proprio sistema enzimatico (Agrios, 1988).

Diante disso, este trabalho teve como objetivo verificar a interferéncia de
microrganismos associados as sementes, nos padroes protéicos de zeina, os quais

sao utilizados na certificagdo da pureza genética de cultivares de milho.



5.2 MATERIAIS E METODOS

O presente trabalho foi desenvolvido nos Laboratorios de Sanidade e
Biotecnologia de Sementes, dos Departamentos de Fitopatologia e Agricultura
respectivamente, da Universidade Federal de Lavras em 1997.

Foram utilizadas sementes de milho da cultivar C-805, safra 94/95. Para se
conhecer o nivel de alteragio provocado pelos microrganismos nos padrdes
eletroforéticos de isoenzimas, parte das sementes foi infectada com isolados dos
fungos em separado de Aspergillus flavus, Fusarium moniliforme e Penicillium
spp, parte tratada com os fungicidas Benomil® e Thiabendazol, parte ndo sofreu
tratamento(T2). Para a analise eletroforética foi utilizada uma testemunha (T1), que
nao permaneceu em camara BOD, para eliminar os possiveis efeitos de cdmara.
Para os sistemas isoenzimaticos de dlcool desidrogenase, malato desidrogenase,
esterase, fosfatase acida, peroxidase e glutamato-oxalacetato transaminase as
1soenzimas foram extraidas através do tampao (Tris-HCL 0,2M pH 8.0).

As sementes infectadas, tratadas e ndo tratadas foram mantidas em camara
BOD a 25° C com 95% de umidade relativa durante trinta dias, de acordo com
recomendagdes de Mycock, Rijkenberg e Berjak(1992). Aos quinze dias (1* Epoca)
e aos trinta dias (2* Epoca), foram retiradas amostras para a realizagdo das analises
1soenzimaticas, fisiologica e sanitaria.

A qualidade fisiologica foi determinada pelos testes de germinacdo e

tetrazolio.
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Os fungos utilizados na inoculagdo foram isolados de sementes de milho
submetidas ao “blotter” test conforme descri¢do na literatura.

O inoculo conjunto de uma mistura de Caolim, foram obtidos segundo a
metodologia descrita por Vieira (1996).

A concentragdo de esporos na formulagdo de pé foi ajustada para 10 x 10°
esporos/g do produto com auxilio de uma camara de Neubayer. As sementes foram
infectadas com o pd contendo os esporos dos fungos considerados, na dosagem de
200g/100K g de sementes.

Os fungicidas utilizados no tratamento das sementes, foram Benomil® na
dosagem de 200 g do produto comercial em 100 Kg de sementes e a partir do 14°
dia as sementes foram tratadas com Thiabendazol na dosagem de 60 g do produto

comercial em 100 Kg de sementes.

5.2.1 Teste de germinagio

O teste de germinagdo foi realizado em 8 repeti¢des de 25 sementes por
amostra. A semeadura foi realizada em papel toalha na forma de rolo, umedecido
em agua na quantidade equivalente a 2,5 ¢ peso do papel. As sementes foram
colocadas para germinar em aparelho previamente regulado a temperatura de 30° C.
As avaliagoes foram feitas aos 7 dias apds a semeadura, segundo as prescri¢des

contidas na Regras para Analise de Sementes (Brasil, 1992).
5.2.2 Teste de tetrazolio
Quatro subamostras de 25 sementes foram pré-acondicionadas em recipiente

com agua por um periodo de 18 horas a temperatura de 25° C. Posteriormente as

sementes foram seccionadas no sentido longitudinal e imersas em solu¢do de
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cloreto de 2,3,5 trifenil tetrazolio a 0,1% por um periodo de 6 horas a temperatura
de 30° C na auséncia de luz para coloragdo. Apos este periodo as sementes foram
lavadas em dgua corrente e avaliadas de acordo com as recomendagdes de Dias e

Barros (1995), sendo que os resultados foram expressos em porcentagem.

5.2.3. Qualidade sanitaria das sementes

A sanidade das sementes foi determinada pelo teste de incubagdo em papel
de filtro (“Blotter test”) em placas de Petri de 15 cm de didmetro. As sementes
foram distribuidas sobre dois discos de papel de filtro previamente esterilizados e
umedecidos com agua destilada e esterilizada.

Foram distribuidas 25 sementes por placa, em 8 repeti¢des, perfazendo um
total de 200 sementes por tratamento. A seguir, as placas contendo as sementes
foram incubadas em ambiente controlado a uma temperatura de 20° C + 2° C sob
regime de alternancia de luz negra e escuro. Apds as primeiras 24 horas de
incubagdo, as sementes foram mantidas em freezer a temperatura de -20° C por 24
horas. Em seguida as placas foram retornadas para a sala de incubagdo a 20° C + 2°
C sobre regime alternado de 12 horas de luz negra e 12 horas no escuro, durante 7
dias. Apos este perido, foi feita avaliagdo dos patdogenos com o auxilio de um
microscopio esterioscopico, de acordo com as caracteristicas morfologicas de seu
crescimento sobre as sementes, sendo que os resultados foram expressos em
porcentagem de sementes infectadas.

Antes de submeter as sementes ao teste de sanidade, as mesmas foram

tratadas com Hipoclorito a 1% durante um minuto.
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3.2.4 Extragido de zeina e anilise eletroforética

As zeinas foram extraidas pela adigdo de 1000 pl de tampdo de extragdo
(12,5 mM de borato de sédio, pH 10, 1% de dodecil sulfato de sédio (SDS) e 2 B~
mercaptoetanol a 2%), a 50 mg do p6 de sementes moidas. Apés agitagdo constante
a temperatura ambiente, a mistura foi centrifugada a 14.000 rpm a 4° C por 15
minutos. Ao sobrenadante (300 ul), foi adicionado 700 ul de isopropanol, seguido
de agitagdio em vortex para homogeneizagio. A mistura foi incubada a 37° C
(banho maria) durante 1 hora, seguido de centrifugagdo a 14.000 pm a 4° C. Os
extratos foram diluidos em 50 pl de tampdo da amostra contendo 0,125M de Tris
PH 6,8, 4% de SDS, 30% de glicerol e 0,05% de azul de bromofenol e aquecidos
por 5 minutos. Em seguida foram aplicados 16 pl dessa mistura em canaleta de gel.
A avaliagio da extragdo da fragdo zeina foi feita sob eletroforese SDS-PAGE a
12,5% no gel separador e 6% no gel concentrador. O sistema tampao gel/eletrodo
utilizado foi Tris-glicina + SDS pH 8,9. As corridas foram desenvolvidas em cuba
vertical a 12 mA no gel concentrador 24 mA no gel separador.

Apés a corrida, os géis foram corados em solugdo Coomassie Brilhant Blue a
0,05%, conforme Alfenas et al. (1991), durante 12 horas e descorados em solugdo

de etanol 5%, acido acético 10% e agua 85%.

5.2.5 Procedimentos estatisticos

O delineamento utilizado foi o inteiramente casualizado com quatro
repeti¢des, em parcela subdividida no tempo, de acordo com Steel e Torrie (1980).
Foram avaliados os tratamentos(sementes infectadas com Aspergillus flavus,

infectadas com Fusarium moniliforme e Infectadas com Penicillium spp, tratadas



com fungicidas e ndo tratadas em duas épocas de avaliagio: aos 15 dias (1° época),
e aos 30 dias (2° época). Foi verificado a normalidade dos dados pelo teste de
Lilliefors. Na comparagdo das médias foi utilizado o teste de Duncan ao nivel de
5%.



5.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.3.1 Padrio eletroforético de zeina

Com relagdo aos perfis eletroforéticos de zeina, referentes as sementes que
foram infectadas com Aspergillus flavus, Fusarium moniliforme e Penicillium spp,
tratadas com fungicidas e ndo tratadas, nio foram observadas alteragdes nas duas
épocas de avaliagdo (Figura 8). Estas informagoes estdo de acordo com Righetti e
Bossio (1981), de que o padrdo de zeina ndo sofre alteragdo devido aos fatores
ambientais.

Apesar da porcentagem de germinagdo durante a segunda época de avaliagio
ter sido baixa, a fragdo zeina ndo apresentou alteragdo, sugerindo que essa fragdo é
bastante estivel. De acordo com o presente trabalho, a presenga de
microrganismos, aos niveis aqui observados, ndo foram suficientes para promover
alteragdes nos perfis eletroforéticos da fragdo zeina, extraida de sementes,
sugerindo que a utilizagdo de sementes para fins de certificagiio da pureza genética,
pode impor maior rapidez na obtengdo dos resultados das analises requeridas. Os
resultados obtidos no presente trabalho estio em concordédncia com a metodologia

proposta pela ISTA (1996), para a certificagdo da pureza genética de cultivares.
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FIGURA 8 . Zimograma protéico de zeina de sementes de milho da cultivar

C-805, durante a 1° e 2% épocas de avaliacdo respectivamente,
onde (T1) Testemunha, (IA) Infectada com Aspergillus Sflavus,
(T) Tratada, (T2) N&o tratada, (IF) Infectada com Fusarium
moniliforme e (IP) infectada com Penicillium Spp.




5.3.2. Qualidade sanitiria

Os resultados obtidos na analise sanitiria das sementes de milho, revelaram
maior incidéncia dos fungos: Aspergillus flavus, Fusarium moniliforme e
Penicillium spp. Nas sementes infectadas com o fungo Aspergillus flavus foi
observado um aumento de 60% na porcentagem de sementes infectadas aos 15 dias
de exposi¢do em cdmara. Apos este periodo houve uma redugéo da ordem de 20%
de sementes infectadas pelo respectivo patogeno até o periodo de 30 dias nas
mesmas condigdes (Figura 9). Esses resultados sugerem que o periodo de 15 dias
de exposi¢do das sementes, nas condigdes do presente trabalho, permite € possivel
obter infecgdes significativas pelo referido fungo. Resultado semelhante foi
observado em sementes de milho que ndo receberam o tratamento fungicida para o
mesmo fungo (Figura 10).

Para Fusarium moniliforme, foi observado aumento na porcentagem de
sementes infectadas aos quinze e trinta dias, 1* e 2° épocas respectivamente, de
exposi¢do em cdmara BOD a 25° C e 95% de umidade relativa (Figura 9). O
aumento na porcentagem de sementes infectadas da primeira época para a segunda
foi de 6% (Figura 9). Sementes que nio receberam o tratamento fungicida
apresentaram aumento de 4% de infec¢do pelo fungo Fusarium moniliforme da
primeira época para a segunda. Sementes nao tratadas com fungicidas apresentaram
porcentagem superior de sementes infectadas, com o referido fungo, nas duas
épocas de avaliagdo (Figuras 9 e 10). Estes resultados sugerem que a utilizagio
desse método de infec¢do para Fusarium moniliforme, ndo contribui para um
aumento significativo na porcentagem de sementes infectadas.

Foi observado redugdo na porcentagem de sementes infectadas com
Penicillium spp, aos quinze dias de exposi¢do em cdmara e apos este periodo houve

um aumento da ordem de 27%. Resultados diferentes foram observados para as
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sementes que nao receberam o tratamento fungicida, uma vez que ocorreu aumento
na porcentagem de sementes com Penicillium Spp. apos quinze dias de exposicio
em camara e posterior reducio da ordem de 1,5%, apds a exposi¢do das mesmas
em camara por um periodo de 15 dias (Figura 10). Com relacdo as sementes
tratadas com fungicidas houve reducdo na infecgdo destas pelos fun gos Aspergillus
favus, Fusarium moniliforme e Penicillium Spp, apos exposi¢do das mesmas em
camara por um periodo de 15 dias. Apos este periodo, ocorreu aumento na
porcentagem de sementes infectadas com os fungos de armazenamento. Esse
comportamento nao foi observado para Fusarium moniliforme cuja porcentagem de
sementes infectadas permaneceu em zero, até o periodo de exposi¢do das sementes
por trinta dias em camara (Figura 11).

Comparando os resultados obtidos para as sementes infectadas (Figura 9) e
para aquelas que receberam o tratamento fungicida (Figura 11), foi observado que

os fungicidas utilizados foram capazes de manter em niveis bastante reduzidos a

porcentagem de sementes infectadas.

° - ;:mvr;n’;u flavus )
& Fusarwm mondiorme
—d Parscillum spp.
80 o .
S —
o 80 -
'S v
o p
2 w i
[~ #
- / PRl
il = e
= -
20 ‘t e -
T o, =
s N a
o l 1 —
0 15 30

Dias

FIGURA 9. Porcentagem de sementes infectadas pelos fungos Aspergillus flavus,
Fusarium  moniliforme e  Penicillium spp. apos a infeccdo das
mesmas pelos respectivos fungos aos quinze e aos trinta dias de

exposi¢do das sementes em cdmara BOD a 25° C e 95% de umidade
relativa.
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FIGURA 10. Porcentagem de sementes infectadas pelos fungos Aspergillus flavus,
Fusarium moniliforme e Penicillium spp, obtidos de sementes nio
submetidas ao tratamento “ungicida aos quinze e trinta de exposicdo
das sementes em cdmara BOD a 25° C e 95% de umidade relativa.
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FIGURA 11. Porcentagem de sementes infectadas pelos fungos 4<pergilins flavus,
Fusarium — moniliforme e Penicillium spp, obtidos de sementes
tratadas com fungicidas aos quinze e trinta dias de exposi¢do das
sementes em cdmara BOD a 25° C a 95% de umidade relativa.
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5.3.3 Qualidade fisiol6gica

A analise de varidncia dos dados obtidos nos testes de germinagio e
tetrazolio (potencial de germinagdio e vigor) (Tabela 1 A), revelou efeito

significativo para tratamento, época e para a interago tratamento x época.

5.3.3.1 Potencial de germinacio

TABELA 4. Resultados médios (%) do potencial de germinago obtidos pelo teste
de tetrazélio em sementes de milho submetidas a diferentes
tratamentos e avaliadas em duas épocas-UFLA-MG, 1997.

EPOCAS
TRATAMENTOS EPOCA 1 EPOCA2 MEDIAS
Infectada Aspergillus flavus 38c 41b 40b
Infectada Fusarium moniliforme 58b 41b 50ab
Infectada Penicillium spp 80a 51ab 66a
Tratada 74a 6la 68a
Nio tratada 63bc 48ab 55ab
MEDIAS 63 48

Meédias seguidas da mesma letra, na coluna, nio diferem entre si pelo teste de Duncan a 5%.

Os dados do potencial de germinagdo, obtidos pelo teste de tetrazélio,
indicam diferencga estatistica entre os tratamentos nas duas épocas de avalia¢do
(Tabela 4). Na 1° época as sementes infectadas com Aspergillus flavus,
apresentaram o menor potencial de germinagdo, seguidas pelas sementes infectadas
com Fusarium moniliforme e ndo tratadas. Maior potencial de germinagdo foi
observado em sementes infectadas com Penicillium spp e naquelas tratadas com
fungicidas. Durante a 2° época as sementes infectadas com Aspergillus flavus ¢

Fusarium moniliforme n3o diferiram estatisticamente, seguidas pelas sementes
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infectadas com Penicillium spp e ndo tratadas com fungicidas as quais ndo

diferiram daquelas tratadas com fungicida.

TABELA 5. Resultados médios (%) de germinagio de sementes de milho
submetidas a diferentes tratamentos e avaliadas em duas épocas-

UFLA-MG,1997.
EPOCAS

TRATAMENTOS EPOCA 1 EPOCA 2 MEDIAS
Infectada Aspergillus flavus 37b 01b 19¢
Infectada Fusarium moniliforme 44b 12ab 28bc
| Infectada Penicillium spp 64a 07ab 35b
Tratada 63a 27a 45a
Nao tratada 41b 15b 28bc
MEDIAS 50 12

Meédias seguidas da mesma letra, na coluna, nao diferem entre si pelo teste de Duncan a 5%.

De acordo com a Tabela 5, durante a 1 época, as sementes infectadas com

Penicillium spp e tratadas com fungicidas apresentaram maior porcentagem de

germinacdo, seguidos pelas sementes infectadas com  Aspergillus flavus e

Fusarium moniliforme, que ndo diferiram estatisticamente entre si. Na 2* época, as

sementes infectadas com Aspergillus flavus foram as que apresentaram a menor

germinagdo, porém nio diferiram estatisticamente das sementes infectadas com

Fusarium moniliforme e Penicillium spp, que por sua vez, ndo diferiram das

sementes ndo tratadas. As sementes tratadas com fungicidas apresentaram maior

porcentagem de germinag¢do quando comparadas com aquelas infectadas com

Aspergillus flavus e ndo tratadas. A exposi¢do das sementes em cdmara BOD a 25°

C a 95% de umidade relativa, por um periodo de trinta dias (2° época), reduziu

significativamente a germinacao destas (Tabela 5)

De uma maneira geral, sementes infectadas com Aspergillus flavus, e

Fusarium moniliforme, apresentaram menor potencial de germinagdo obtido pelo

teste de tetrazolio e porcentagem de germinacdo. A redugdo na qualidade
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fisiologica de sementes infectadas com Fusarium moniliforme pode estar
relacionada com a capacidade rapida desse fungo em diminuir a qualidade das
sementes quando comparadas com os fungos de armazenamento. As sementes
submetidas ao tratamento fungicida apresentaram maior germinagdo e potencial de
germinagéo, obtido através do tetrazélio, quando comparadas com as sementes nio
tratadas e infectadas com os fungos Aspergillus flavus, Fusarium moniliforme e
Penicillium spp.

Foi detectado pelo teste de germinagio, redugdo mais acentuada na qualidade
fisiolégica das sementes infectadas e ndo tratadas, quando comparada com a obtida
no potencial de germinagdo, através do teste de tetrazdlio. Essa diferenga deve-se,
provavelmente, ao fato de que o resultado obtido no teste de germinagio sofre a
influéncia da presenga de fungos de armazenamento, os quais impedem a

germinagdo de sementes viaveis, fato que ndo ocorre no teste de tetrazolio.

TABELA 6. Resultados médios (%) de vigor obtidos pelo teste de tetrazdlio em
sementes de milho submetidas a diferentes tratamentos e avaliadas
para duas épocas-UFLA-MG, 1997.

EPOCAS ,
TRATAMENTOS EPOCA 1 EPOCA2 | MEDIAS
Infectada Aspergillus flavus 38¢ 38b 38b
Infectada Fusarium moniliforme 55b 39b 47ab
Infectada Penicillium spp 75a 49ab 62a
Tratada 70ab 60a 65a
Néo tratada 63ab 45a 54ab
MEDIAS 60 46

Médias seguidas pela mesma letra, na coluna, ndo diferem entre si pelo teste de Duncan a 5%.

Durante a 1° época de avaliagdo, as sementes infectadas com Aspergillus
flavus e Fusarium moniliforme apresentaram-se com menor vigor quando
comparado com as sementes tratadas com fungicida e ndo tratadas as quais ndo

diferiram estatisticamente das sementes infectadas com Penicillium spp (Tabela 3).
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Os resultados de vigor obtidos em sementes infectadas com Aspergillus
Jlavus e Fusarium moniliforme nio diferiram entre si e foram estatisticamente
iguais aquelas obtidas em sementes infectadas com Penicillium spp (Tabela 6).

O teste de sanidade, revelou menor porcentagem de sementes infectadas com
o fungo Penicillium spp, sugerindo que o maior vigor pode ser atribuido a menor
incidéncia desse microrganismo (Figura 9). O teste de sanidade revelou maior
porcentagem de sementes infectadas para os fungos Fusarium moniliforme e
Aspergillus flavus (Figura 9), os quais podem ter contribuido para a redugio do
vigor (Tabela 6).
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FIGURA 12 - Zimograma proteico de zeina, de sementes de milho da cultivar
C-805, durante a segunda epoca, onde (T1) Testemunha, (IA)
Infectada com Aspergillus flavus, (T) Tratada, (T2) Nao tratada,
(IF) Infectada com Fusarium moniliforme e (IP) Infectada com

Penicillium spp.




5.4 CONCLUSAO

Os resultados obtidos no presente trabalho permitiram concluir que:

1- Os padroes protéicos de zeina ndo sdo alterados pelos fungos Aspergillus flavus,

Fusarium moniliforme e Penicillium spp, quando associados as sementes.
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Consideracoes finais

No Brasil, a utilizagdo de técnicas moleculares, em laboratorios de analises
de sementes, para a identificagdo de cultivares e certificacdo da pureza genética
ainda ¢ pequena.

Para a utilizagdo de isoenzimas na identificagdo de cultivares e certificagdo
da pureza genética em milho, voltada para as condi¢des brasileiras, ha a
necessidade de um estudo da variabilidade genética dos nossos hibridos e
linhagens, com o objetivo de verificar o potencial das mesmas para tal finalidade,
apesar da literatura confirmar seu potencial para as condigdes temperadas. Este tipo
de trabalho, deve envolver as instituicdes de pesquisas, universidades e
principalmente as empresas produtoras de sementes. Além disso, a escolha do
tecido da planta a ser utilizado, nestes estudos, ¢ de fundamental importancia para o
sucesso deste trabalho. O presente trabalho permitiu concluir que partes da
plantula, como os coleoptilos, tém os padrdes isoenzimaticos menos alterados em
fun¢do da presenga de microrganismos, apesar da rapidez que as sementes impoem
na obten¢do dos resultados. A AOSA (1991) recomenda a utilizagdo de varias
isoenzimas entre elas a alcool desidrogenase, malato desidrogenase, esterase,
fosfatase acida, glutamato-oxalacetato transaminase.

Com relagdo a utilizagdo de zeinas, ja existem metodologias proposta pela
ISTA (1996), capazes de serem utilizadas com sucesso por nossos laboratorios € ao
que parece estamos mais proximos da utilizagdo de zeinas, do que as isoenzimas.
Todavia, as isoenzimas ndo devem ser desconsideradas, uma vez que a literatura

demonstra a contribuigdo das mesmas para tal finalidade. As zeinas juntamente
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com as isoenzimas sio ferramentas indispensaveis que auxiliam nas analises de
identificagdo de cultivares e certificacdo da pureza genética.

Com relag@o a identificacdo de cultivares de milho, tem sido observado que a
utilizagdo de marcadores moleculares baseados na analise do DNA, tem sido
crescente para a obtengdo de “fingerprints” para fins de registro de materiais com a
finalidade de obter a protegdo legal. Tudo indica que a utilizacdo de marcadores
moleculares deverd ser incrementada, bem como a utilizacdo de marcadores mais
eficientes os quais possam garantir maior confiabilidade nos resultados obtidos. A
utilizagdo destes marcadores torna-se mais promissora em fungdo da recente
aprovagdo da le1 de protegdo de cultivares pelo governo brasileiro este ano.

Em sintese, o conhecimento e a aplicagao de técnicas, tal como a eletroforese
de 1soenzimas e proteinas na identificagdo e principalmente, na certificagdo da
pureza genética de cultivares, como teste de rotina em laboratérios de analise de
sementes em nosso pais, merece a atencdo de todas as entidades envolvidas no

processo de produgdo de sementes.
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APENDICE



TABELA 1A.

Resumo da andlise de varidncia para os resultados do teste de
germinagdo, potencial de germinagio e tetrazolio da cultivar C-805-
UFLA-MG, 1997.

Fontes de Quadrados Médios
variacao .
GL GERMINACAO POTENCIALDE  TETRAZOLIO
GERMINACAO
Tratamento 04 743,0625%* 1072,1000%* 973,6000%*
Residuo a 15 38,4500 144,9000 187,7333
Epoca 01  14137,6000%* 2044,9000%* 1960,0000%*
Trat x Epoca 04 288.1625* 262,9000% 188,0000*
Residuo b 15 91,3833 76.9000 74,1333
[ Médias 31,00 55.45 53.20
CVs 20,00 21,70 25,75
30,84 15,82 16.18

** significativo a 1% pelo teste de F.
* significativo a 5% pelo teste de F.





