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RESUMO GERAL

VIEIRA, Maria das Gragas Guimardes Carvalho. Utilizagio de marcadores moleculares no
monitoramento da qualidade sanitaria e nivel de deterioracio de sementes de algodogiro
(Gossypium hirsutum L.). Lavras: UFLA, 1996. 118p. (Tese - Doutorado em Fitotecnia)

O objetivo da presente pesquisa foi o desenvolvimento de metodologia mais segura
e rapida de avaliagio da qualidade sanitiria e fisiologica de lotes de sementes de algodoeiro
visando a assegurar o controle de qualidade dessa espécie. Os estudos foram conduzidos
utilizando-se dos recursos da biotecnologia voltada para a area de sementes. Primeiramente foi
enfocada a viabilidade do uso de variagdes eletroforéticas nos padroes de proteina e isoenzima
como objetivo de detectar o nivel de deterioragdo das sementes do algodoeiro. Os resultados deste
estudo indicaram que as bandas de proteinas e isoenzimas podem atuar como marcadores
bioquimicos nesse tipo de avaliagio. Em etapas subsequentes o trabalho teve como objetivos a
diferenciagio entre Colletotrichum gossypii South e Colletotrichum gossypii  var.
cephalosporioides utilizando de marcadores moleculares RAPD e isoenzimas. Através dessas
técnicas, foi possivel diferenciar com seguranga ambas as variedades de Colletotrichum, sendo que
dentre os sistemas enzimaticos testados, a distingdo dos isolados foi possivel pela esterase,
fosfatase 4cida e peroxidase. As confirmagdes dos resultados desses testes sobre a identidade dos

isolados testados, foram realizadas através de ensaios de inoculagdo em plantas de algodoeiro

" Orientador: Prof. Dr. José da Cruz Machado. Membros da banca: Prof. Dr. Jodo Bosco dos Santos: Prof. Dr.
Rubens Sader; Prof. Dr. Roberto Ferreira da Silva e Prof. Dr. Mario Sobral de Abreu
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suscetiveis. Os resultados deste trabalho indicaram que os métodos estudados podem constituir-se
em ferramentas das mais valiosas, com vistas ao seu emprego em sistemas de controle de

qualidade de sementes de algodoeiro, contribuindo dessa forma para a melhoria da qualidade desse

insumo em nossas condi¢des.



GENERAL SUMMARY

Utilization od molecular markers in the monitoring health quality and deterioration level of

cotton seeds

The present work aimed to develop more reliable and fast methods to indicate the
health and physiological conditions of cotton seed lots, using biochemical and molecular
techniques. The investigation was developed by looking at the possibility to identify biochemical
and molecular markers that can give indication of the seed deterioration condition and detection of
Colletotrichum gossypii and Colletotrichum gossypii var. cephalosporioides, which are both seed-
transmitted and considered of great importance in Brasil. In the first work emphasis was given on
the viability of using eletrophoretic variations in protein and isoenzyme patterns aiming to detect
the level of deterioration of the cotton seeds. The results of this work showed that protein and
isoenzyme bands may be used as biochemical markers, being able to indicate the deterioration
condition of cotton seeds. The second part of this study was dedicated to the possibility to
diferentiate both fungi by using isoenzymes and RAPD techniques. The results indicated that both
techniques were able to distinguish the isolates of those Colletotrichum varieties. According to the
enzymatic systems tested, was possible to differentiate these fungi through esterase, acid
phosphatase and peroxidase patterns. The identity of all isolates studied, as revealed by the
biochemical and molecular techniques, was confirmed by the pathogenicity tests, which
demonstrated that those techniques are of great potential to be used in the quality control program

for cotton seeds.



1 INTRODUCAO GERAL

O algoddo tem sido considerado uma das principais culturas desde o inicio da
civilizagdo, sendo cultivado em cerca de 60 paises numa faixa compreendida entre 40°N e 20°S. A
despeito da competigdo de fibras sintéticas, a cultura do algoddo permanece como principal fonte
de material "in natura” para a indistria moderna. Atualmente, com a tendéncia crescente, por parte
da populagéo, de retorno ao uso desse tipo de material no vestuario, em face das vantagens que o
mesmo propicia em relagdo aos produtos sintéticos, essa cultura volta a ocupar lugar de destaque
dentre as demais em todo o mundo. Apesar de o algoddo ser cultivado principalmente pelo valor
de suas fibras, o oleo proveniente de suas sementes é usado tanto para consumo humano direto,
quanto na fabricagdo de margarina. A torta de algoddo produzida de residuos de sementes, é
também de alto valor na alimentagio de ruminantes.

Segundo estatistica de Oerke's (1990) apenas 15,9% do potencial da produgdo do
algodoeiro tem sido atingido, sendo que as causas das perdas estimadas variam por regido.
Segundo o autor, atualmente 60% em média, da produgdo potencial pode ser atingida, quando se
aplicam algumas medidas estratégicas de protegio de plantas.

No Brasil, dentre as principais varidveis que tém contribuido para essas perdas
destacam-se o uso de sementes de ma qualidade e a ocorréncia de algumas doencas causadas por

fungos; sendo que as mais importantes em termos de prejuizos, sdo disseminadas por sementes.



Em se tratando de sementes, os testes determinantes da qualidade fisiologica e
sanitaria em algodoeiro, ndo tém apresentado a precisdo, rapidez e seguranga exigidos pelo
sistema de Produc¢io de Sementes.

No presente trabalho, alguns aspectos metodoldgicos aplicados a0 monitoramento
da qualidade sanitaria e fisiologica de sementes de algodoeiro foram desenvolvidos, utilizando-se
dos recursos da biotecnologia voltada para a area de sementes. Foram consideradas trés pesquisas,
em que na primeira, buscou-se através de marcadores bioquimicos (proteinas e isoenzimas)
detectar perda de germinabilidade de sementes de algodoeiro quando em associagio ou ndo com
microorganismos. As outras duas procuram diferenciar dois importantes fungos que ocorrem em
lavouras de algodoeiro no Brasil e que sdo transmitidos por sementes, através de marcadores
moleculares RAPD e isoenzimas. O motivo da utilizagio de métodos RAPD e isoenzimaticos se
deve a importénica que cada um oferece em termos da simplicidade de uso, rapidez e seguranca de
identificagdo para o sistema de controle de qualidade de sementes. A técnica RAPD, por utilizar
diretamente o DNA, ndo sofre influéncias dos fatores que afetam a expressdo génica e por isso
pode indicar com seguranga e rapidez a presencga ou nio do patogeno associado is sementes. Por
outro lado, a técnica ndo informa sobre a viabilidade do patégeno, o que faz com que seus
resultados sejam questionaveis, podendo gerar decisdes anti econdmicas para o produtor. Os
testes isoenzimiticos, por utilizarem produtos resultantes da expressio génica, podem ter seus
resultados alterados em fungdo de condigdes de produgdo, mas tém, por outro lado, a vantagem
de informar sobre a atividade do patogeno. A combinagdo dos dois testes pode significar uma
estratégia segura de se conduzir o controle de qualidade de sementes de algodoeiro, quando
portadoras de patégenos importantes cujas identidades sdo acentuadamente proximas e de dificil

detecgdo por métodos tradicionais.



2 REVISAQ DE LITERATURA

Sabe-se que a qualidade de sementes é determinada pelo somatorio de atributos
fisicos, genéticos, fisiologicos e sanitarios. Segundo Popinigis (1988), os atributos de qualidade
assumem diferentes graus de importancia em situagdes diversas. No caso especifico de sementes
de algodoeiro, a baixa qualidade fisiologica e sanitiria tem se destacado como fator limitante na
instala¢@o e estabelecimento das lavouras (Tanaka e Paulinelli,1984; Vieira et al.,1987; Sobreira,
1988, Vieira, 1988;) e preservagdo da qualidade na fase pos-colheita, motivo pelo qual, a presente

revisdo trata de aspectos de viabilidade, deterioragdo e associagio patogenos/sementes.

2.1 Viabilidade e Deterioracio de Sementes

Germinagdo de sementes ¢ um processo multifatorial resultante de agdes reciprocas
em equilibrio de diferentes eventos metabélicos (Vazquez et al.,1991). Desta forma, definir causas
especificas para baixa germinabilidade € uma tarefa extremamente complexa.

Embora muitas mudancas em atividades enzimaticas e respiratorias, em vias de
sintese, em membranas, em compostos armazenados, em cromossomas, tém sido constatadas com
a evolugdo do processo de deterioragdo de sementes, as causas primdrias, local, natureza e
sequéncia das reagdes quimicas envolvidas nesse processo ainda permanecem em grande parte

desconhecidas (Abdul-Baki e Anderson, 1972; Gil e Delouche, 1973 e Bewley, 1986).



A falta de esclarecimentos sobre as causas de deterioragio segundo Roberts
(1973), se deve ao grande volume de alterages citologicas e metabdlicas que ocorrem no
processo, o que torna dificil a identificagdo de causa e efeito a uma resposta deteriorativa
especifica.

Envelhecimento de sementes tem sido referido como consequéncia de processos
metabolicos deficientes revelados durante a germinagdo, incluindo falha na respiragio e
funcionabilidade de membranas celulares (Parrish e Leopold, 1978; Duki et al., 1986; Wilson e
McDonald, 1986, Basavarajappa, Shetty e Prakash, 1991), sintese de proteina e acidos nucléicos
(Bray e Das Gupta, 1976; Skadsen e Cherry, 1982; Thompson et al., 1987; Clarke e James, 1991;
Aguilar et al., 1992) e metabolismo de DNA (Cheah e Osborne, 1978; Vazquez-Ramos et al.,
1988; Melendez e Vazquez-Ramos, 1990; Vazquez et al., 1991; Zhou e Fu, 1992) dentre outros.

Abdalla e Roberts (1968) demonstraram, que a redugo na qualidade fisiologica das
sementes € acompanhada por aberragdes cromossdémicas, enquanto que Cherry e Skadsen (1983)
comentaram que a perda de viabilidade ¢ acompanhada por redugio na capacidade de sintetizar
proteinas, em fungdo do declinio de ribossomo, RNA mensageiro e fatores citoplasmaticos.

Segundo Martins e Thiamann (1972), alteragdes degenerativas de sementes podem
resultar da ativagio e/ou repressio de genes para um envelhecimento programado.

Para Copeland e McDonald Jr. (1985), a medida que se processa a deteriora¢do, a
taxa respiratoria diminui, culminando com a perda da germinabilidade. Neste processo os autores
referem-se a respiragio, como sendo a expressdo da atividade de um grande numero de enzimas,
que atuam no metabolismo de reservas.

Segundo Murray (1984), o efeito negativo da deteriora¢do de sementes sobre taxas
respiratorias induz a um retardamento na degradagio de reservas, prejudicando o desenvolvimento

do embrido. Esse fato esté ligado a diversos processos ou mecanismos entre os quais podem ser



destacados: (i) pobre desenvolvimento mitocondrial durante as fases iniciais da germinagdo,
(Morahashi et al., 1981 e Pradet, 1982), (ii) fracasso de hidrolises enzimaticas (Rodriguez, 1991);
(iii) oxidagdo de metabolitos derivados de hidrolises de reserva, (Woodstock et al., 1984) (iv)
menor produgio de ATP, (Anderson, 1977; Ching, 1982; Wang et al., 1990; Schell et al., 1991)
(v) produgio de volateis endogenos a niveis toxicos, tais como acetaldeido, etanol, (Woodstock e
Taylorson, 1981; Zhang et al., 1994). Como resultado de tais alteragdes sdo relatados incremento
da propor¢do de plantulas com anormalidades morfoldgicas, a lixiviagdo de solutos e maior
suscetibilidade das sementes a microorganismos (Roberts ¢ Ellis, 1982).

Dentre as teorias propostas para explicar o processo de deterioragdo, a da
degenera¢do das membranas celulares e a da inativagio enzimatica tém sido as mais enfocadas
(Villiers, 1973; Cherry et al., 1974; Mahaboob Basha e Cherry, 1976; Ross, 1978; 1983; Bewley,
1986; Wilson e McDonald Jr., 1986; Basavarajappa Shetty e Prakash (1991); Vazquez et al.,
1991; Hendry, 1993; Trawatha, Tekrony e Hildebrand, 1995;). Segundo Koostra e Harrington
(1973), o processo de envelhecimento teria como alteragio bioquimica inicial a desestruturag¢io do
sistema de membranas ao nivel celular, através da agio de radicais livres. Essa desestrutura¢io de
membrana, leva a um desiquilibrio na sua capacidade de regular o fluxo de solutos, em ambos
sentidos, tanto a nivel de célula como de ofganela. Essas mudangas ocorreriam nos acidos graxos
insaturados pela agdio dos radicais livres (Wilson e McDonald Jr., 1986). Os acidos graxos
insaturados, em presencga de oxigénio, produzem radicais livres e os hidroperéoxidos insaturados
(produtos primérios). Estes sofrem novas reagdes produzindo os produtos secundarios, que s3o
compostos de menor peso molecular. Essa reagdo é acelerada por uma classe de enzimas
denominada lipoxigenase (Lox), a qual pensa-se ser a principal contribuinte na peroxidagio de
lipidios e geragdo de radicais livres (Wilson e McDonald Jr., 1986). No entanto, Trawatha,.

Tekrony e Hildebrand (1995) em estudo para investigar se a inativagdo de um ou dois das trés



isoenzimas Lox alteraria a armazenabilidade de sementes de soja, concluiram que apesar do
conteudo de acido graxos livres ter aumentado a medida que a viabilidade e o vigor decresceram e
ter havido formagdo de E - 2 - Hexenal, a perda de uma ou duas dos trés isoenzimas Lox ndo
afetaram a deteriora¢do da referida leguminosa. Ja Girard e Le - Meste (1992), verificaram
auséncia de relacio entre niveis de radicais livres determinado por analise de ESR(Electron Spin
Resonance) e viabilidade de sementes de trigo. Dawidowicz; Grzegorzewska e Podstolski (1992)
detectaram decréscimos em fosfolipidios e aumento na esxudacdo de fosfato com perda de
viabilidade de sementes, sugerindo danos na membrana celular. Segundo esses autores trés
sintomas ultraestruturais possivelmente relacionados com deterioragio foram observados: (i)
redugdo de contraste de elétrons em todas as membranas celulares excluindo plasmalema. (ii)
coalescéncia de pequenos corpos de lipidios de armazenamento a unidades maiores
presumivelmente como resultado de degrada¢io parcial de unidade de membranas e (iii) o
aparecimento de inclusio protoplismica armazenado no interior de corpos protéicos,
possivelmente resultante de ruptura das unidades de membrana envolventes. Os autores ainda
sugerem que a presenga de centros fibrilares volumosos em nucléolos de sementes de baixa
viabilidade pode ser a manifestagio morfologica de danos induzidos por idade nos acidos
nucléicos.

Segundo Harman, citado por Carvatho (1994), a mais provavel origem dos radicais
livres seria a interagdo de enzimas respiratorias envolvidas na utilizagdo de oxigénio molecular,
principalmente enzimas contendo ferro e da agdo da catalase sobre o perdxido de hidrogénio.
Desta forma, os radicais livres seriam grupos que se formariam por efeito de radiagdes ionizantes,
pela quebra de oxigénio molecular; pela a¢io de enzimas de metais de transi¢do e através de

processos metabolicos normais, Harman, citado por Carvalho (1994).



A membrana do mitocdndria, por ser rica em lipidios insaturados e devido a
presenga de cristas, o que aumenta o efeito de superficie, apresenta mais intensamente essa
peroxidag@o. Além do efeito que essa peroxidagdo exerce sobre a permeabilidade, ela interfere
também na atividade respiratoria, por quebrar o gradiente protonico, necessario para manter o
acoplamento respiratorio (Wilson e McDonald Jr., 1986).

A perda na integridade da membrana plasmatica tem sido demonstrada em sementes
envelhecidas pela propor¢do de componentes citoplasmaticos lixiviados para o meio externo,
Ghosh, Adhikary e Banerjee, (1981) e pela atividade de certas enzimas.

Com relagdo as alteragdes no contetdo de lipidios, a maioria dos pesquisadores, a
exemplo de Koostra e Harrington (1973), Villiers (1973); Basavarajappa, Shetty e Prakash (1991);
Dawidowicz e Podstolski (1992), Pammenter; Adamson e Berjak, Harman e Mattick; Berjak;
Gorecki e Harman; Flood e Sinclair, citados por Carvalho (1994), tem verificado que a
deterioragdo leva a uma redugdo na quantidade de lipidios na semente, ao passo que Priestley,
McBride e Leopold. (1980), Powell ¢ Harman (1985) ndo detectaram redugdo deste componente
associado a deterioragio. Vertucci (1992), além de detectar mudangas em contetido de lipidios de
sementes, com a perda de viabilidade durante armazenamento, afirma que essas mudangas podem
ser medidas por calorimetria de varredura diferencial.

Basavarajappa, Shetty e Prakash (1991), detectaram em sementes envelhecidas por
96 horas, queda em fosfolipidios total, aumento no total de acido graxos e aumento na atividade
de fosfolipase A; enzima que segundo o autor, atua sobre fosfolipidios da membrana e libera
acidos graxos. Esse aumento de atividade indica perda de fosfolipidios de membrana e
subsequente peroxidagio de lipidios. Os autores, também observaram decréscimo na atividade de
peroxidase com envelhecimento, o que pode tornar a semente mais sensivel aos efeitos de O, e

radicais livres sobre 4cidos graxos insaturados de membrana e consequente producdo de



compostos secundarios, de peroxidagdo de lipidios, tais como malonaldeido e conjugados de
lipidios. Por outro lado, radicais livres e perdxidos de hidrogénio, produzidos a partir de varias
reagdes metabolicas, poderiam ser eliminados pela acdo de enzimas “"SCAVENGER"
(removedoras), como a catalase e peroxidase de hidrogénio. Também foi observado pelos
referidos autores, perda de ascorbato durante envelhecimento, refor¢ando possiveis peroxidagdes
de lipidios e aumento em labilidade de membrana.

Jeng e Sung (1994), Sung e Jeng (1994), observaram que envelhecimento artificial
estimulou a peroxidacdo de lipidios e reduziu a atividade de enzimas removedoras de perdxido,
tais como superdxido dismutase, catalase, peroxidase, ascorbato peroxidase, motivo pelo qual,
sementes envelhecidas acumularam mais peroxidos do que as ndo envelhecidas. Qutras enzimas
como fosfatase acida e fosfomonoesterase tiveram suas atividades reduzidas apos o tratamento de
envelhecimento. Por se tratarem de enzimas envolvidas na manuteng¢o de um "pool” constante de
fosfato celular, elas podem afetar o metabolismo de fosfato nas sementes, influenciando a mudancga
de energia de adenilato, mais particulamente os nucleotidios e suas taxas, pontos chaves na
regulagdo metabdlica. (Basavarajappa, Shetty e Prakash 1991).

Segundo Trelease (1984), durante os primeiros estadios de crescimento de
plantulas provenientes de sementes oleaginosas, os lipidios que estdo armazenados nos cotiledones
sao utilizados e convertidos para sacarose via ciclo glioxilato, para suportar o crescimento do eixo
embrionario. Nota-se pois que o decréscimo no crescimento de plantulas provenientes de sementes
envelhecidas, pode estar associado com o decréscimo de liase isocitrato (ICL) e malato sintase
(MS), que exercem papel chave na conversio de lipidios para sacarose (Trelease, 1984; Fu et al., /
1988).

Numerosas tentativas tém sido feitas visando a correlacionar quedas na viabilidade

de sementes com decréscimo na atividade de certas enzimas. Oxidases, catalases, peroxidases e



fenolases, foram as primeiras enzimas investigadas nesse sentido (Crocker e Harrington, 1918).
Posteriormente, mudan¢as em atividade da amilase, citocromo oxidase, acido glutdmico
descarboxilase e desidrogenase, dentre outras, vém sendo investigadas em relag@o ao processo de
perda de viabilidade de semente. (Throneberry e Smith, 1955; Walter, 1963 e Anderson, 1970).
Segundo Throneberry e Smith (1955) estas enzimas desempenham importante papel na
mobilizag3o e utilizagdo de nutrientes de reserva no processo germinativo. Mcharque citado por
Abdul-Baki e Anderson (1972), classificou em trés niveis de qualidade (alto, médio e baixo)
sementes de nove espécie de plantas, com base na atividade de peroxidase. Throneberry ¢ Smith
(1955), relataram correlagdo positiva entre germinabilidade de sementes de milho e atividade de
citocromo oxidase, desidrogenase malica e alcool desidrogenase.

Chauhan; Gopinathan e Babu (1985), trabalhando com esterase, fosfatase acida e
glutamato oxaloacetato transminase, em sementes secas e germinadas de soja e cevada submetidas
a envelhecimento artificial, concluiram que os perfis eletroforéticos sio especificos para cada
espécie. Seus resultados indicaram um aumento, tanto em soja quanto em cevada, do mimero de
bandas de esterase e glutamato oxaloacetato transaminase (GOT) para sementes secas
envelhecidas artificialmente. Os autores também observaram de uma maneira geral, mudangas
qualitativas em enzimas de sementes envelhecidas artificialmente e sugerem que essas mudangas
sejam devidas a0 aumento da atividade metabdlica, que conduzem a deterioragio. Ao todo, foram
encontradas 16 bandas de esterase para soja e 14 para a cevada e nenhuma dessas bandas se
encontravam uniformemente presentes em todos os tratamentos. Em relagdo a fosfatase acida e
GOT, foram encontradas 6 e 5 bandas para soja e 8 e 8 para a cevada, respectivamente. Para as

duas espécies o nimero de bandas dessas enzimas decresceram com 0 aumento do periodo de

envelhecimento.
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Basavarajappa, Shetty e Prakash (1991) em estudo sobre deterioragdo de
membrana e outras mudangas bioquimicas em sementes de mitho envelhecidas artificialmente,
encontraram decréscimo na atividade de peroxidase, fosfatase acida, fosfomonoesterase e
desidrogenase e aumento na de fosfolipase A. Segundo os autores, um substancial aumento no
total de aminoacidos livres e na atividade de amilase e protease confirmaram a degradagdo de
biomoléculas armazenadas em sementes, durante o periodo de envelhecimento. Rajagopal e Sen-
Mandi (1992), em estudos da atividade de fosfatase alcalina e acida em embrides de sementes de
arroz, concluiram que a atividade de fosfatase alcalina decresceu com o envelhecimento tanto
natural quanto artificial, enquanto a fosfatase acida apresentou maior atividade em sementes
envelhecidas artificialmente, em relagio s envelhecidas naturalmente e ndo envelhecidas. Perl,
Luria e Gelmond (1978), observaram aumento em atividade de protease durante envelhecimento
de sementes de sorgo. Somen Nandi e Swatt Senmandi (1995), sugerem que a atividade de
amilase ¢ um indicador real da viabilidade de sementes de arroz. Shatters et al. (1994) em estudo
envolvendo o efeito do envelhecimento artifical e "priming” sobre enzimas especificas de sementes
de soja, concluiram que atividade de malato desidrogenase (MDH), foi a menos afetada pelos
tratamentos de envelhecimento. A atividade da glutamato desidrogenase (GDH) foi reduzida em
17% ap6s 48 horas de envelhecimento artificial e quase completamente perdida apds 96 horas.
Apés 48 horas de envelhecimento artificial houve uma queda de duas isoenzimas esterases na
propor¢do de 77%, no entanto, a esterase total teve sua atividade aumentada.

Hamill e Bewbaker (1969) citam que a atividade das peroxidases tem grande
correlagdo com a viabilidade de sementes. Agrawal (1988), menciona que em sementes ortodoxas,
tem sido observado durante o armazenamento, um decréscimo em atividade de PEP carboxilase e
RUBP carboxilase e um incremento em atividade de protease. Segundo o autor, esse incremento

da atividade de protease pode ser responsavel pelo decréscimo na atividade de outras enzimas.
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As proteinas podem também sofrer mudangas de configuragio resultante da quebra
parcial ou desdobramento de estrutura, condensagio para formar polimeros ¢ degradagdo para sub
unidades. Essas mudancas de configuragdo tém sido também consideradas como uma forma de
estimar a viabilidade e estadio de deterioragao de sementes.

Nesse sentido vale ressaltar trabalhos de alguns pesquisadores que de uma forma
diferenciada tratam desse aspecto. De modo geral, evidéncias sdo apresentadas refor¢ando a
possibilidade de se utilizar de marcadores bioquimicos (proteinas) para estimar a condig¢do
fisiologica de uma semente. Como exemplos podem ser referidos inicialmente os trabalhos de
Prasad e Pathak (1987), que observaram a degradagido de substrato como amido, agucar total e
proteina em sementes de milho. A redugio de metabolitos essenciais, incluindo perdas de reservas
de alimentos, foi relatado por Roberts (1972), como um dos fatores importantes para perda de
viabilidade de sementes em geral. Nauttyal, Thapliyal e Purohtt (1985), relataram um nivel
bastante inferior de proteina em sementes de Shorea robusta nio viaveis em relagio a sementes
vidveis. Basavarajappa; Shetty e Prakash (1991) observaram decréscimo de 50% no contetido de
proteina solivel em H,O no final do periodo de envelhecimento de sementes de milho. Chauham;
Gopinathan e Babu (1985) encontraram tanto em sementes secas de soja como em cevada,
incremento do nimero de bandas de proteina, com o aumento do periodo de envelhecimento.
Segundo o autor, os perfis eletroforéticos de proteina e enzimas de sementes com envelhecimento
prolongado assemelham-se aqueles de sementes nio envelhecidas porém germinadas pelo periodo
de 24 a 48 horas. Dell'Aquila (1994), em sementes de trigo, demonstrou que padrdes de proteina
foram afetados pelo envelhecimento. Os resultados sugerem, segundo o autor, que mudangas
bioquimicas requeridas para germinago sio gradualmente opostas as requeridas no processo de
deterioracio e que alguns polipepitidios recém sintetizados podem ser considerados como

marcadores na avaliagdo de sobrevivéncia de sementes submetidas ao estresse por envelhecimento.
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No entanto, Reuzeau, Goffner e Cavalie (1992), analisaram composi¢do de proteina de sementes
de girassol para identificar um possivel marcador na avaliagdo da viabilidade de sementes recém
colhidas e apds armazenamento sob condi¢des ambiente. Segundo os autores a relagdo precisa
entre composi¢do protéica e estimativa de germinabilidade pode ndo ser determinada. Varier e
Dadlani (1992), também encontraram que o padrdo de bandas de proteinas solaveis, em algodao,
ndo foi afetado pelo envelhecimento natural, a despeito de consideravel perda de viabilidade.
Entretanto, sob envelhecimento artificial, diferengas marcantes nos perfis de proteina foram
observados, mesmo quando havia somente um decréscimo no vigor e ndo em viabilidade de
sementes,

A interferéncia de alguns fatores associados intimamente com as sementes, como é
0 caso da ocorréncia de determinados fungos nesta interagdo, pode determinar modifica¢Ges
significantes nos padrdes protéicos de sementes. Isto tem sido abordado em alguns estudos de
Cherry, Mayne e Ory (1974); Cherry, Young e Beuchat (1975); Cherry, Beuchat e Young (1976);
Cherry, Beuchat e Koeheler (1978) em que perfis eletroforéticos de padrdes de proteinas extraidas
de sementes sdo distintamente modificados como resultado de infeccdo por certos
microorganismos. Os resultados do estudo envolvendo interagdo de sementes de amendoim
vidveis e Aspergillus sp, sugeriram que aminopeptidase de leucina, esterases, peroxidases,
oxidases, catalases entre outras enzimas foram responsaveis por estas alteragdes protéicas nas
sementes. Segundo Cherry, Mayne e Ory (1974) muitas enzimas extraidas de sementes de
amendoim permaneceram ativas durante a invasio de Aspergillus, sendo que em algumas
circunstincias a intensificagdo de atividade foi correlacionada com enzimas extraidas do micélio de
fungo coletado da superficie de sementes infectadas. Cherry, Beuchat e Koeheler (1978) em
trabalho com o objetivo de detectar mudangas em padres eletroforéticos de proteina solivel e

certas enzimas de sementes de amendoim infectadas com Aspergillus flavus, detectaram
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decréscimo em proteina solivel de sementes infectadas e diferencas em zimogramas de esterase,
leucina-aminopeptidase, fosfogluconato, alcool desidrogenase, fosfatase acida e alcalina de
sementes infectadas em relagdo as ndo infectadas. Por outro lado, bana peptidase, mgliito

desidrogenase e catalase ndo apresentaram dissimilaridade entre os tratamentos controle e

infectados.

O aumento da atividade das peroxidases também vem sendo associado a alteragdes
na integridade celular em decorréncia de infecgdo de patogenos em sementes. Jenings, Brannaman
€ Zscheile Jr. (1969) observaram maior atividade das peroxidases em plantas de milho apés a
inoculagdo com H.carborum. Segundo Goodmam e Stuber (1983) tem havido, em mitho, um
crescimento do numero de estudos com isoenzimas envolvidas em processos respiratorios e de
degradag¢do de tecidos pela infecgdo de microorganismos, tais como alcool desidrogenase, catecol
oxidase, peroxidase e esterases.

Embora mudangas em atividade enzimatica em sementes deterioradas tém sido
descritas desde 1930 (Revisdo de Priestley, 1986), segundo Shatters et al. (1994) a maioria das
mudangas ndo apresenta consisténcia a um mesmo nivel, durante deterioragdo de espécies e
variedades semelhantes, pois pouco tem sido feito para determinar a natureza dessas mudangas.
Segundo o autor, niio ¢ conhecido se essas mudangas aparecem independentemente baseadas na
suscetibilidade individual da proteina para estresse fisico ambiental, presente durante
armazenamento, ou se elas sdo o resultado de um simples evento, tais como, ativagdo de proteases

Ou outros processos celulares que poderiam finalmente afetar a fungdo de muitas enzimas.
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2.2 Interacdes Patogenos/Sementes

X Os estudos sobre perda de qualidade de sementes devido a agdo de
microorganismos, tém sido centrados em maior escala em fungos, de campo e de armazenamento.
/L v Redugdes significativas na produg¢do do algodoeiro em fungdo da ocorréncia de
varias doencas, cujos agentes causais sdo transportados e/ou transmitidos pelas sementes,
destacando entre outros organismos, Colletotrichum gossypii South e Fraga causador da
antracnose, Colletotrichum gossypii South e Fraga var. cephalosporioides agente causal da
ramulose, Fusarium oxysporum f. sp. vasinfectum, Botryodiploidia theobromae, tém sido
relatados por diversos autores (Tanaka e Paolinelli, 1984; Pizzinato, 1986 ¢ Sobreira, 1988). Além
desses microrganismos conhecidamente patogénicos i cultura, ocorrem também nas sementes
iniimeros outros microrganismos cuja patogenicidade ainda ndo foi propriamente pesquisada,
incluindo-se alguns fungos de armazenamento, que tém sido mencionados por inimeros autores, a
exemplo de Menezes, Bezerra e Ramos (1979); Richardson, (1979); Soave e Cia, (1980); Gerardi,
(1981), Pizzinato, Soave e Maeda (1983); Soave, (1983); Tanaka e Paolinelli, (1984); Lima,
Vieira e Carvalho (1984); Vieira et al., (1987); Sobreira, (1988).
Atualmente, dentre os fungos patogénicos, ao algodoeiro no Brasil, Colletotrichum
gossypii var. cephalosporioides é considerado o mais importante, em virtude das perdas e
prejuizos causados na cultura. (Carvalho et al., 1984; Lima, Vieira e Carvalho, 1984, Lima et al.,
1985; Pizzinato e Cia, 1987; Tanaka, 1990; Machado, 1994 e Pizzinato, 1994).
—=3 Em relagdo aos fungos de armazenamento, segundo Tervet (1945), Christensen e
Kaufmann (1965), Christensen (1967, 1973), Moreno e Christensen (1970), Neergaard (1977),
Moreno (1979), Mondal, Mandi e Nandi (1981), Kabeere e Taligoola (1983 ) e Berjak (1987),

Moreno et al. (1994), algumas espécies de Aspergillus e Penicillium sio comuns e causam danos



a sementes de varias espécies durante o armazenamento. E crescente a importancia que esses
fungos exercem no processo deteriorativo de sementes, causando redugGes parciais e/ou totais da
. . 0 .
viabilidade. De acordo com estatisticas da F.A.O., citadas por Berjak (1987), 5 a 30 % da colheita
—_—
anual de sementes sdo perdidas como resultado da atividade de fungos de armazenamento, sendo

que a faixa mais elevada dessas perdas ocorre em paises tropicais e subtropicais. Essas perdas sdo

devidas ao decréscimo em germinagéo, varias mudangas bioquimicas, descolora¢o de sementes,

produgdo de micotoxinas, aquecimento e boloramento (Christensen, 1972).

)( X %—-—5 Segundo Bve;jakm(l987), a redug¢do de vigor e de gemlinacéo de sementes ocorre
antes mesmo que aparegam sinais externos indicadores da invasdo dos referidos fungos. Em seus
trabalhos com sementes de milho, envelhecidas artificialmente, a autora tem detectado que certas
alteragdes ultraestruturais que caracterizam processos de envelhecimento aparecem mais
precocemente em sementes infectadas do que nas ndo infectadas. Efeitos- sobre a germina¢do de
sementes tém sido constatados por vérios pesquisadores em relacdo a diferentes espécies de
Aspergillus em diversas circunstancias. Dhingra, Nicholson e Sinclair (1973), observaram por
exemplo, que 4. flavus foi o responsavel pela redu¢do da germinagio de sementes de soja, sendo
também relatado por Gupta e Schmitthenner e McDonald Jr. (1993) em relag3o a A. niger, o qual
ocasionou maior prejuizo em germinabilidade que A. glaucus. Espécies de Aspergillus estio
dentre os fungos que tém sido isolados com frequéncia em campos de prodt;éo de sementes de
algodoeiro (Ashworth, McMeans e Brown, 1969; Ashworth et al., 1971; Christensen, Olafson e
Geddes, 1949; Mayne, 1956; Simpson et al., 1973). Ao lado de Rhizopus, A. niger e A. flavus tém
sido os fungos mais comumente isolados de amostras de sementes de algoddo deterioradas
(Halloin, 1974, 1975). Berjak (1987), cita aspectos ultraestruturais que podem caracterizar a
condicio de deterioragio de células embribnicas de sementes infectadas e ressalta que essas

mudangas sdo distintas daquelas caracteristicas da progressdo deteriorativa por envelhecimento.
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Entretanto, a autora ressalta que em estagio avangado de deterioragdo, a situagao subcelular é
semelhante tanto se ocasionada por envelhecimento ou por atividade fungica.

——> Consideraveis mudangas bioquimicas ocorrem em sementes infectadas como
resultado de atividades _fiingicas (Berjak, 1987). Patogenos de plantas tém habilidade de secretar
enzimas liticas capazes de degradar polissacarideos de parede celular de plantas (Fisher, Anderson
e Albersheim 1973). Albersheim e Anderson (1971), Bateman e Miller (1966), Garibaldi e Batman
(1971), Mahaboob Basha e Cherry (1978), Cherry, Mayne e Ory (1974), Cherry, Young e
Beuchat (,1975); Cherry, Beuchat e Young (1976) tém estudado com maiores detalhes a
interrelagdo de fungos de armazenamento e sementes de amendoim. Os resultados mostraram que
mecanismos bioquimicos dos organismos sapréfitas (ou fracamente patogénicos) funcionaram
eficientemente e sistematicamente para o beneficio dos fungos as expensas das sementes. Os
sistemas estudados incluiram degradagio proteolitica de proteinas de armazenamento para
pequenos polipeptidios e amino acidos livres, hidrolise enzimatica de ligacdes estéres e
descomposigdo, interagdo hormonal e/ou oxidagio de substratos orgénicos com peroxidos de
hidrogénio do fungo. Foi demonstrado que padrdes eletroforéticos de proteinas extraidas das
sementes vidveis sio distintamente modificados pela infec¢do de espécies de Aspergillus e outros
fungos de armazenamento. Muitas das isoenzimas associadas a esses processos bioquimicos em
- sementes infectadas foram também observadas em zimogramas dos extratos de tecidos fangicos.

Em trabalho sobre uso de proteinas soliveis e enzimas como indicadoras de
alteragdes em sementes de amendoim infectados com A. Slavus, Cherry, Beuchat e Koeheler
(1978) observaram que proteinas soliiveis decresceram em sementes infectadas, e que houve
decomposi¢do de proteinas de alto peso molecular, como Araquinin, para produzir proteinas de

baixo peso molecular e polipeptidios, o que foi evidenciado por grande numero de bandas que

movem rapidamente em géis eletroforéticos desenvolvidos a partir de extratos infectados. Essas
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proteinas sdo, sem duvida, hidrolizadas para produzir fontes de carbono e nitrogénio para o
crescimento fungico.

Trabalhos de Krupa e Bandstrom; ischeile, citados por Cherry, Beuchat e Koeheler
(1978) tém demonstrado também que proteinas dos tecidos vegetais servem como fontes
substanciais de nutrientes para desenvolvimento dos fungos durante o processo da infecgdo.
Embora, segundo os autores, os padrdes eletroforéticos de proteinas soliiveis possam ser usados
para fornecer alguma indica¢do de infestagdo fingica, estes, nio ddo um diagndstico de quais sdo
as espécies fingicas ou mesmo o género responsavel pela deterioragdo. Foi possivel por meio de
diferengas observadas nos zimogramas de esterase, leucina aminopeptidase, fosfogluconato, alcool
desidrogenase e atividade de fosfatase acida e alcalina distinguir sementes infectadas de ndo
infectadas. Dentre essas enzimas, fosfatase alcalina por nfio estar normalmente presente em
sementes de amendoim, se apresentou como um valioso indicador de degradagéio fingica. Bana

peptidase e catalase ndo apresentaram diferencas entre extratos de sementes infectadas e nio

infectadas.

2.3 Uso de marcadores moleculares em controle de qualidade de sementes
92
Muitas areas de pesquisas em plantas requerem o uso de algum tipo de marcador
para avaliar os propostos estabelecidos. Isoenzimas e varios compostos secundarios de processos
metabolicos, tém sido e podem ser valiosos para determinados estudos biologicos. O
conhecimento dos processos de deterioracdo, envolvendo reagoes em diferentes niveis e
intensidade, € fundamental na busca de marcadores que revelem com a maxima seguranga a

condi¢do do material em exame,
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A nivel molecular muitas mudangas em bioquimica de sementes tém sido
correlacionadas com deterioragfio de sementes. Dentre estas pode-se citar, mudangas em contendo
e composigio de macromoléculas incluindo lipidios (Parrish e Leopod, 1978; Jain e Shivanna,
1989) acidos mucléicos (Thompson, Bryant e Brocklehurst, 1987, Clarke e James, 1991),
carboidratos (Milner e Geddes, 1946; Krober e Collins, 1948), proteinas (Priestley, 1986), nivel de
energia de sementes (ATP) (Ching, 1982) e integridade de membranas (Parish e Leopold, 1978;
Duke et al., 1986), atividade de enzimas, (Mcharque citado por Abdul-Baki e Anderson, 1972;
Chauhan, Gopinathan e Babu1985; Basavarajappa, Shetty e Prakash 1991 e Agrawal, 1988).

" Técnicas moleculares, baseadas na imunologia e analises de acidos nucléicos, tém
sido aplicadas em diversas areas da micologia, o que tem gerado grandes perspectivas para o
desenvolvimento de métodos rapidos, sensiveis e especificos no diagndstico de patogenos de
plantas, comumente transmitidos por sementes. (Walker e Dougan, 1989, White et. al., 1989;
Manicom et. al., 1990; Bej, Mahbuvani e Atlas, 1991; Nazar et al., 1991; Steffan e Atlas, 1991;
Ball e Reeves, 1992; Grajal-Martin, Simon e Muehlbauer, 1993).

A técnica de RFLP (Restriction Fragment Lenght Polymorphisms) tem sido usada
recentemente, para investigar as relagdes filogenéticas de fungos fitopatogénicos em varios niveis
taxondmicos, principalmente nos niveis de sub-espécies, variedades, formae speciales e ragas
fisiologicas (Coddington e Gould, 1992). No entanto, varios autores comentam que apesar de ser
eficiente, esta técnica apresenta algumas desvantagens como: custo elevado, necessidade de radio-
istopos e complexidades para ser utilizada rotineiramente (Coddington e Gould, 1992; Ball ¢
Reeves, 1992 e Foster et al., 1993).

Outra técnica que tem sido bastante utilizada com o propdsito de deteccdo e
identificagio de fungos é 0 PCR (Polymerase Chain Reaction ou Reagdo da Polimerase em

Cadeia). Um dos primeiros usos do PCR em estudos de fungos, foi a amplificagio das sequéncias
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do DNA ribossomal (rDNA) e a determinagio de sua relagio evolutiva (White et. al., 1989).
Desde entiio, inimeros trabalhos cientificos tém surgido, ndo somente de uma grande variedade de
fungos, mas também de plantas e protistas (Kocher e White, 1989; Dehmer, Grander ¢ Wenzl,
1991). Em fungos, a utilizagio de técnicas moleculares pode ser exemplificada para algumas
importantes espécies. Sherrif e Bailley (1991), trabalhando com sequenciamento de DNA
ribossomal de 18 isolados de espécies de Colletotrichum, a maioria de gramineas tropicais e
leguminosas, conseguiram reunir estes isolados em 3 grupos distintos e comentam que este
procedimento € uma técnica eficiente para se diferenciar em fungos fitopatogénicos. Outros
trabalhos como os de Rollo, Salvi ¢ Torchia (1990), envolvendo a identificagio de Phoma
tracheiphila, de Mills; Sreenivasaprasad e Brown (1992), que trabalharam com a identificagdo de
Colletotrichum  gloeosporioides e Henson et al. (1993) que detectaram DNA de
Gaeumannomyces graminis em plantas cultivadas em solos infestados e sem infestagdo, sio
aplicagdes de grande relevancia do uso de PCR na detecgdo e identificagdo de fitopatdgenos.

A utilizaggo da técnica de PCR oferece vérias vantagens em relagio aos métodos
tradicionais de detecdo, dentre elas o fato de se dispensar o isolamento e cultivo axénico dos
organismos para sua identificacio final. Além disso, a utilizagdo do PCR possibilita ndo s6 a
avaliacdo especifica, possuindo uma sensibilidade que permite detectar uma unica molécula alvo,
em um complexo de misturas, sem uso de sondas radioativas, como também se constitui num teste
muito rpido e versatil. (Henson e French, 1993 e Foster et al., 1993). Por outro lado dificuldades
ainda persistem neste teste como a necessidade do conhecimento da sequéncia do DNA a ser
amplificado, para a obtengdo dos primers. No entanto, com o surgimento da técnica RAPD
(Random Amplified Polymorphic DNA ), em 1990, que dispensa as informagées de sequéncia do
DNA, por utilizar primers aleatorios (Williams et al., 1990), faz com que essa técnica seja uma das

mais viaveis para uso rotineiro, devido a sua rapidez e simplicidade, além de possuir um poder
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equivalente a0 RFLP para deteccio de variabilidade genética especialmente em organismos
haploides, como € o caso dos fungos. Trata-se de uma técnica indicada por varios autores como
imprescindivel em qualquer projeto de identificagdo genética de fungos (Foster et al., 1993;
Henson e French, 1993; Willians e Kubelik, 1991). A técnica de RAPD apresenta diversas
vantagens sobre as metodologias estabelecidas do RFLP, tais como: rapidez, podendo processar
um grande nimero de amostras por dia; dispensa da utilizagdo de sondas e radioisotopos,
proporcionando reducdo no custo e aumento na seguranga; utilizagio de menores quantidades de
DNA e também, nio sdo necessarias informagdes sobre as sequéncias nucleotidicas do genoma
(Henson e Frencil, 1993; Foster et al., 1993; Guthrie et al., 1993; Schafer ¢ Wostemeyer, 1992;
Sellstedt et al., 1992; Sreenivasaprasad, Brown e Mills, 1992; Vaillancourt e Hanau, 1992; Welsh
et al., 1992; Caetano-Anolles, Bassam e Gresshoff, 1991; Crouwhurst et al., 1991). Contudo, para
0 uso desta técnica deve-se trabalhar com culturas puras do organismo, pois os “primers” sendo
aleatorios, podem amplificar qualquer molécula de DNA que esteja na mistura, (Henson e French,
1993; Caetano-Anolles, Bassam e Gresshoff, 1991). Como exemplos da aplica¢io da técnica do
RAPD, podem ser citados, entre outros, os trabalhos de Grajal-Martin, Simon e Muehlbauer
(1993), que conseguiram sucesso na identificagdo da raga 2 de Fusarium oxysporum f.sp. pisi
entre trés outras; os de Guthrie et al. (1993) que trabalharam com Colletotrichum graminicola; os
de Schafer e Wostemeyer (1992), que diferenciaram, com o uso dessa técnica, isolados agressivos
¢ nao-agressivos de Phoma lingam; os de Chowhurst et al. (1991), que trabalharam na
diferenciagdo de 2 ragas de Fusarium solani f.sp. cucurbitae e Vilarinhos et al (1995) que

caracterizaram ragas de Colletotrichum lindemuthianum por esta técnica.
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Capitulo 1

RESUMO

VIEIRA, Maria das Gragas Guimardes Carvalho. Varia¢des eletroforéticas de proteinas e
isoenzimas associadas ao nivel de deterioracio de sementes de algodoeiro. Lavras: UFLA,
1996 (Tese - Doutorado em Fitotecnia)

A presente pesquisa teve como objetivo a verificagdo da viabilidade do uso de
técnicas eletroforéticas de isoenzimas e proteinas na determinag¢do do nivel de deterioragdo de

sementes de algodoeiro, considerando-se, além do envelhecimento artificial, a presenga e auséncia

de duas espécies de Aspergillus, que normalmente sio encontradas associadas a lotes de sementes

7<Aiestinados a semeadura e que sdo causas frequentes de perda de qualidade de sementes desta
espécie. As sementes foram submetidas ao envelhecimento artificial por zeroh, 96h, 120h e
168horas. As caracteristicas de germinabilidade foram determinadas pelos testes, padrio de germi-
nagdo, tetrazolio (germinagdo potencial) e emergéncia aos 7 e 28 dias. Eletroforese em gel de po-

liacrilamida foi empregada para detectar polimorfismo em proteinas e sistemas enzimaticos. Fos-

fatase acida, malato desidrogenase e esterase apresentaram aumento de atividade com o aumento

do tempo de envelhecimento artificial, ao passso que 6 - fosfogluconato desidrogenasse, hexoqui-

nase, peroxidase e fosfoglucose isomerase apresentaram redugfio. As enzimas alcool desidroge-

nase, glutamato desidrogenase e glutamato oxaloacetato transminase nio tiveram seus padrées

e —

a]tfgggs. Os resultados indicaram que bandas de proteinas e isoenzimas podem atuar como

marcadores bioquimicos na determinagdo do nivel de deterioragdo de sementes de algodoeiro.

" Orientador: Prof. Dr. José da Cruz Machado. Membros da banca: Prof. Dr. Jodo Bosco dos Santos; Prof. Dr.
Rubens Sader; Prof. Dr. Roberto Ferreira da Silva e Prof. Dr. Mirio Sobral de Abreu




SUMMARY

Electrophoretic variations of proteins and isoenzymes associated whit the deterioration

process in cotton seed

The present work aimed to verify the viability of the use of eletrophoretic and
isoenzyme patterns to detect the deterioration level in cotton seeds, considering artificial ageing
and the presence of two species of Aspergillus which are often associated with seeds and are
responsible for common losses during storage. The seeds were submitted to artificial ageing for 0,
96, 120 and 196 h. The caracteristics of germinability were determined by the standard
germination test, tetrazolium (germination and vigour potential), emergence at the 7" and 28"
days following seeding. Eletrophoresis in polyacrylamid gels was employed to detect
polimorphism in protein and enzymatic sistems. Acid phosphatase, malate dehydrog_enase and
esterase enzymes showed a increased activities acoording to the ageing time, whereas, 6-
phosphoglutamate dehydrogenase, hexoquinase, peroxidase and phosphoglucose isomerase
presented a decrease in their activities. The enzymes alcohol dehydrogenase, glutamate
dehydrogenase and glutamate oxaloacetate transminase did not show any modification in their
patterns. The results indicated that proteins and isoenzymes bands may be used as biochemical

markers in the determination of the level deterioration condition of cotton seeds.



1 INTRODUCAO

Com o desenvolvimento da agricultura, acompanhado de uma demanda cada vez
mais crescente de tecnologia avan¢ada, o aspecto qualidade cresce consequentemente em
importéncia, desde que a meta final seja o estabelecimento de uma agricultura mais produtiva e
autosustentavel. Qualidade de um produto, segundo Montgomery (1985), significa adequagdo ao
uso. Por tratar-se de um insumo vivo, e sujeito portanto a inumeras interferéncias até a sua
utilizagdo, as sementes necessitam de permanente monitoramento quanto a sua condigdo
biologica. Nesta direcdo a industria de sementes tem solicitado o desenvolvimento de testes mais
rapidos e seguros de modo a possibilitar o aprimoramento progressivo de seus programas de
controle de qualidade interno, visando a produgo e manutengio de lotes com alta qualidade.

Os atuais testes indicadores da qualidade fisiologica de sementes de algodoeiro, nio
tém apresentado a precis3o, rapidez e seguranca requerida pela industria sementeira. A exemplo
do que ocorre com outras espécies, dificuldades tém sido constatadas para o algoddo, motivo pelo
qual, a pesquisa tem ultimamente procurado encontrar indicadores de deterioragdo nos processos
de metabolismo de sementes. Neste sentido a producio e quantidade de certos metabolitos podem
oferecer uma indicagdo mais realista da condigio fisiologica de um lote. Exemplos como
determinagdo de radicais livres por EPR (Buchvarov e Gantcheff, 1984; Priestley et al. 1985;
Hepburn et al., 1986; Hendry et al., 1992; Girard e Le Meste, 1992;), mudangas na composicio de
acidos graxos (Harman e Mattick, 1976; Priestley e Leopold, 1979; Francis e Coolbear, 1988;

Pukacka, 1991); peroxidagdo de lipidios (Stewart e Bewley, 1980; Pearce e Abdel Samad, 1978;
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Rudrupal and Nakamura, 1988; Hailstones e Smith, 1988), mudangas em antioxidantes (Fielding e
Goldsworthy, 1980; Priestley, McBride e Leopold 1980; Gorecki e Harman, 1987; Pukacka,
1991), ddo uma dimensdo do nivel de preocupagdio da pesquisa neste campo. No entanto, 0s
resultados encontrados pelos diversos autores, para as diferentes espécies trabalhadas, ndo tém
sido ainda consistentes.

Para Copeland e McDonald Jr. (1985), para medir a deterioragdo na sua esséncia,
os testes mais sensiveis sdo aqueles que medem a atividade de certas enzimas associadas com a
metabolizagdo ou biossintese em tecidos novos. Oxidases, catalases, peroxidases e fenolases,
foram as primeiras enzimas investigadas nesse sentido (Crocker e Harrington, 1918).
Posteriormente, mudangas em atividade da amilase, citocromo oxidase, acido glutimico
descarboxilase e desidrogenase, dentre outras, vém sendo investigadas em relagdo ao processo de
perda de viabilidade de semente. (Throneberry e Smith, 1955; Walter, 1963 e Anderson, 1970).
Segundo Throneberry e Smith, (1955) estas enzimas desempenham importante papel na
mobiliza¢io e utilizagdo de nutrientes de reserva no processo germinativo. Mcharque citado por
Abdul-Baki e Anderson,(1972), classificou em trés niveis de qualidade (alto, médio e baixo)
sementes de nove espécie de plantas, com base na atividade de peroxidase, Throneberry e Smith
(1955), relataram também correlagdo positiva entre germinabilidade de sementes de milho e
atividade de citocromo oxidase, desidrogenase malica e alcool desidrogenase. Chauhan,
Gopinathan e Babu (1985), trabalhando com esterase, fosfatase acida e glutamato oxaloacetato
transminase, em sementes secas ¢ germinadas de soja e cevada submetidas a envelhecimento
artificial, concluiram que os perfis eletroforéticos sdo especificos para cada espécie.
Basavarajappa; Shetty e Prakash (1991) encontraram decréscimo na atividade de peroxidase,
fosfatase acidas, fosfomono esterase e desidrogenase, e aumento para fosfolipase A, em sementes

de milho envelhecidas artificialmente. Por sua vez, Perl, Luria e Gelmond (1978) observaram
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aumento em atividade de protease durante envelhecimento de sementes de sorgo. Os resultados de
trabalho de Somen Nandi e Swati Senmandi (1995), sugerem que a atividade de B amilase é um
real indicador da viabilidade de sementes de arroz. Hamil e Bewbaker (1969) citam que a atividade
das peroxidases tem alta correlagdo com a viabilidade de sementes. Trabalhos também tém sido
desenvolvidos no sentido de detectar mudangas nos padrdes de proteinas totais e soluveis
associados com deterioragdo. Dentre estes, podem-se citar estudos de Roberts (1972); Chauham
(1985); Nautiyal, Thapliyal e Purohit (1985); Prasad e Pathak (1987), Basavarajappa, Shetty e
Prakash (1991). No entanto, estudos tém mostrado que perfis eletroforéticos de padrdes de
proteinas extraidas de sementes de amendoin vidveis sdo distintamente modificados como
resultado da agdo de Aspergillus sp. e outros fungos interagidos com essas sementes (Cherry,
Mayne e Ory, 1974; Cherry, Young e Beuchat, 1975; Cherry, Beuchat ¢ Young, 1976; Cherry,
Beuchat e Koehler, 1978).

A presente pesquisa objetivou verificar a viabilidade do uso de técnicas
eletroforéticas de isoenzimas e proteinas na determinagdo do nivel de deterioragdo de sementes de
algodoeiro considerando-se além do envelhecimento artificial, a presenca e auséncia de duas
espécies de Aspergillus, que normalmente sio encontradas associadas a lotes de sementes
destinados & semeadura e que sdo causas frequentes da perda de qualidade de sementes desta

espécie.



2 MATERIAL E METODOS

A presente pesquisa foi desenvolvida nos Laboratorios de Sanidade e Analise de
Sementes da Universidade Federal de Lavras em 1995.

Foram utilizadas sementes de algoddo deslintadas quimicamente, cultivar IAC - 20,
cedidas pela Empresa COTTON - Tecnologia de Sementes S.A. - Uberlindia - MG, as quais
foram uniformizadas pelo método de sedimentagio em 4gua e secas a sombra, temperatura

ambiente, até atingir cerca de 13% de umidade.

2.1 Preparo das Sementes

A frag3o de sementes sedimentadas foi homogeneizada e dividida em trés porc¢des
iguais (de aproximadamente 2 kg) pelo método de divisdes sucessivas Brasil, (1992). Dessas trés
partes, uma foi superficialmente desinfestada com hipoclorito de sodio 1% por 1 minuto, e duas
outras inoculadas com Asperfillus flavus e Aspergillus glaucus.

Os fungos utilizados na inoculagio foram isolados de sementes de algodoeiro
submetidas ao "blotter” test. Esses fungos foram transferidos para meio BDA e mantidos por 7
dias sob regime de 12 horas de luz negra, a temperatura de 20°C. Vencido esse periodo a
suspensdo de esporos foi feita acrescentando 10ml de agua esterilizada e 50ppm de TWEEN 80
por placa. Com o auxilio de um pincel, os esporos foram liberados da colénia. Em seguida, foi

preparado meio BDA com agar a 0,5% (5g/1), o qual foi autoclavado e ao atingir uma temperatura
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em tormno de 50°C, a suspensdo de esporos (5% v/v) foi adicionada. Apds homogenizagdo desse
meio, trés discos de papel de filtro de 15 cm de didmetro, previamente esterilizados foram
mergulhados nessa suspensdo de esporos agarizada e colocados em placas de petri de 15cm de
didmetro, previamente esterilizadas. Essas placas foram incubadas & 25°C, por um periodo de
aproximadamente 20 dias, até a desidratagio completa do papel de filtro. A esse substrato,
contendo colonias de Aspergillus esporuladas, foram adicionadas 2g de Caolim, previamente
esterilizado (material inerte de granulometria fina) por placa de 15cm de didmetro, obtendo assim,
com o auxilio de um pincel, 0 pé com propagulos das espécies de Aspergillus.

A concentragio de esporos na formulagio de po foi ajustada para 10x10°
conidios/g de produto, com auxilio de uma cdmara Neubauer e por dilui¢des de quantidade
definida.

A incorporagdo do in6culo composto de propagulos fiingicos, foi realizada na base
de 200g do produto/100kg de sementes.

As sementes foram entdo submetidas ao envelhecimento artificial (42°C, 100% de
umidade relativa e escuro), em mini cimaras adaptadas, pelos periodos de zero, 96, 120 e 168
horas. O grau de umidade das sementes foi determinado antes e apos o envelhecimento artificial e

seus valores estdo apresentados na Tabela 1A.

2.2 Avaliacgoes

Para se conhecer o nivel de deterioragio e efeitos atingidos pelos tratamentos
estabelecidos neste estudo, as sementes apos o envelhecimento artificial, foram submetidas ao
teste padrdo de germinagdo, teste de tetrazolio (germinagio e potencial), emergéncia em canteiro

e teste de sanidade ("Blotter Test"). A determinagio da concentragiio de proteina foi feita pelo
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método Bradford, (1976) e os padroes de proteinas soliveis, de armazenamento e isoenzimas por

eletroforese em gel de acrilamida.

2.2.1 Teste Padrao de Germinacio

O percentual de germinagéo foi obtido utilizando 8 repetigdes de 25 sementes, por
amostra. Optou-se pelo sistema de rolo de papel umedecido com 2,5 vezes o peso do papel em
agua. Os rolos foram dispostos em germinador, previamente regulado a 25°C. A avaliagdo seguiu

os critérios estabelecidos pelas Regras Para Analise de Sementes (Brasil, 1992).

2.2.2 Teste de Tetrazoélio

Quatro repeti¢Ges de sementes por amostra foram acondicionadas em substrato de
papel, umedecido a 25°C, por um periodo aproximado de 16 horas. Posteriormente procedeu-se a
retirada dos tegumentos e as sementes foram acondicionadas em recipientes com solugdo de 2,3,5
cloreto de trifenil tetrazélio a 0,1% por aproximadamente 4 horas, temperatura ambiente, quando
entdo foram lavadas em 4gua corrente e avaliadas. A avaliagio seguiu os critérios estabelecidos

por Moore, (1985), sendo que os resultados foram expressos em percentagem.

2.2.3 Teste de Emergéncia

Para condugdo deste teste foram utilizadas quatro repetigdes de 50 sementes,

totalizando 200 sementes por tratamento. A semeadura foi processada em canteiros contendo uma

mistura de terra e areia, na proporgdo 2:1. O teste foi conduzido a temperatura ambiente com
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regas manuais numa frequéncia de duas vezes por semana. As avaliagdes foram realizadas aos 7 e
28 dias apOs semeadura, onde foram computadas as plantulas emergidas. Os resultados foram

expressos em percentagem.
2.2.4 Teste de Sanidade

A sanidade das sementes foi determinada pelo teste de incuba¢do em substrato de
papel de filtro ("Blotter Test"), em placas de petri de 15 cm de didmetro, contendo dois discos de
papel de filtro, previamente esterilizados e umedecidos com 4gua destilada e autoclavada. Os
tegumentos das sementes foram previamente removidos manualmente.

Por placa de 15c¢m de didmetro foram utilizadas 25 sementeis , perfazendo um total
de 400 por tratamento. As placas foram incubadas a 20°C +1°C, sob regime de 12 horas de luz

negra por 7 dias. A avaliagio foi efetuada com auxilio de estereomicroscépio.

2.2.5 Anilise de Isoenzimas dos Isolados de Aspergillus glaucus, Aspergillus flavus e das

sementes submetidas aos diferentes tratamentos.

Inicialmente foi obtida a cultura pura dos fungos em BDA 4 20°C em regime de 12
horas de luz negra. Posteriormente o micélio foi transferido para meio liquido de glicose e extrato
de levedura (Mills, Sreenivasaprasad e Brown, 1994), 4 25°C, sob agitacdo e escuro.

A curva de crescimento micelial dos isolados cultivados no meio foi determinada de
acordo com procedimento descrito por Alfenas et al. (1991). Apos o periodo de incubagdo o
micélio foi coletado a vacuo e macerado em nitrogénio liquido em presenca de PVP (Polyvinyl

pirrolidone). O p6 micelial obtido foi armazenado em frezer a -18°C, em recipiente contendo silica
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gel. Apés o envelhecimento duzentas sementes foram destegumentadas manualmente, liofilizadas e
maceradas em nitrogénio liquido em presen¢a de PVP. O pé obtido foi armazenado em freezer a
-18°C, em recipiente contendo silica gel.

As proteinas foram extraidas ressuspendendo 100mg do p6 micelial ou de sementes
em 200ul de tampdo Tris HCI 0,2M, pH 8,0 + 0,1% de B ME, 0,4% PVP, 0,4% PEG ¢ ImM
EDTA) e mantidos por 12 horas em geladeira. Apés a ressuspensdo, foi feita uma centrifuga¢iio a
14.000 xg por 60 minutos a 4°C.

A eletroforese foi desenvolvida em sistema de géis de poliacrilamida a 7,5% (gel de
separagdo) e 4,5% (gel de concentra¢io). O sistema tampio gel/eletrodo utilizado foi tris-glicina
PH 8,9. Cada gel recebeu 20 pl do extrato da amostra. A migragdo foi efetuada por um periodo
aproximado de 3:30" horas 4 4°C, 12mA no gel concentrador e 24 mA no gel separador.

Apos a eletroforese, os géis foram corados para detecgdo da atividade das enzimas
esterase (EST), alcool desidrogenase (ADH), fosfatase acida (ACP), malato desidrogenase
(MDH), peroxidase (PO), glutamato oxaloacetato transminase (GOT), fosfogluconato
desidrogenase (6 -PGDH), hexoquinase (HK), fosfoglucose isomerase (PGI), glutamato

desidrogenase (GDH), enzima malica (ME), catecol oxidase (COX).

2.2.6 Anilise de proteina dos Isolados de Aspergillus glaucus, Aspergillus flavus e das

sementes submetidas aos diferentes tratamentos.

As proteinas foram extraidas triturando por 3 minutos, com auxilio de haste de
teflon 100mg do pé micelial e/ou de sementes em 300ul de Hepes, em tubos Ependorf, mantidos

sobre gelo. O homogeneizado foi centrifugado a 14.000 xg & 4°C por 30 minutos e as duas fases
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foram separadas. Ao sobrenadante foram acrescentados 200ul de Leammli 2x, e ao pellet 300pl de
tampdo Leammli 1x. Ambas amostras foram fervidas por 5 minutos. Nova centrifugag¢do a 4°C a
14.000 xg por 10 minutos foi efetuada. Ao pellet foi acrescentado 200ul de TCA com a finalidade
de purificar proteinas. Apos eliminagio do TCA o pellet foi ressuspenso em 300ul de tampdo
Laemmli ix.

A avaliagdo da extragdo da fragdo de proteina foi feita sob eletroforese SDS-PAGE
a 12,5% (gel separador) e 6% (gel concentrador). O sistema tampéo gel/eletrodo utilizado foi
Tris-glicina + SDS pH 8,9.

Foram colocados 30 pl de mistura tampdo da amostra (5ml de glicerol; 2,5ml de
solugdo tamp@o do gel concentrador; 2,5 mg de azul de Bromofenol e completado o volume para
25 ml com 4gua deionizada) + extrato de proteina em cada canaleta do gel. As corridas foram
desenvolvidas a 12 mA no gel concentrador e 24 mA no gel separador.

Para estimativa dos pesos moleculares, foi aplicada em cada gel uma amostra do
padréo de proteinas, SIGMA M - 2789, com pesos moleculares variando de 14,2 a 205,0 KD (o
Lactalbumina, leite bovino - 14,000; Inibidor de tripsina, soja - 20,100; Anidrase carbdnica,
eritrocito bovino - 29,000; Albumina, ovo - 45,000, Soro albumina, bovino - 66,000; Fosforilase
b, musculo de coelho - 97,400; Galactosidase, Escherichia coli - 116,000, Miosina, musculo de
coelho - 205,000).

Apds a corrida, os géis foram corados em solugio Coomassie Brilhant Blue a

0,05% conforme Alfenas et al. (1991), durante 12 horas, e descorados em solugio, contendo 5%

de etanol, 10% de 4cido acético e 85% de agua.
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2.3 Procedimentos estatisticos

Foi utilizado o esquema fatorial e os delineamentos blocos casualizados para o teste
de emergéncia e inteiramente casualizado para as demais avaliagdes, ambos com quatro
repetigoes.

Para todos os testes foi realizada a anilise de varidncia, fazendo-se a transformagio

dos valores expressos em percentagem para arc sen +/x/100 . Na comparagdo entre as médias,

empregou-se o teste Tukey a 5% de probabilidade.



3 RESULTADOS E DISCUSSAQ

Os resultados da analise de varidncia para os diversos pardmetros utilizados na ava-
liagdo da qualidade fisiologica das sementes de algodoeiro, submetidas aos tratamentos de desin-
festacdo, inoculagio com Aspergillus glaucus, com Aspergillus flavus e envelhecidas posterior-
mente sob condi¢des artificiais, por diferentes periodos de tempo, indicaram significincia ao nivel
de 1% de probabilidade para tempo de envelhecimento e interagio tempo de envelhecimento x
tratamento. Para tratamentos, foi detectada significincia ao nivel de 5% de probabilidade apenas
pelo pardmetro tetrazolio (Tabela 2A). Para a quantificagio de proteina pelo método Bradford
(1976), os resultados da analise de varidncia ndo revelaram significincia nem para proteinas
soluveis (fase sobrenadante), nem para proteinas de armazenamento (fase pellet). Em relagdo a
qualidade sanitaria, os dados referentes a analise de variancia para os diferentes fingos, associados
as sementes indicaram significanica para tempo de envelhecimento, tratamento e para a interag3o,
a excegdo de Aspergillus glaucus, para tratamento x tempo de envelhecimento, (Tabela 3A).

Os testes determinantes da qualidade sanitaria detectaram resposta diferencial dos
fungos associados as sementes de algodoeiro em relagdo aos tratamentos. Assim é que Fusarium
sp., Aspergillus sp. e Aspergillus flavus apresentaram uma menor incidéncia nas sementes
desinfestadas com hipoclorito. Aspergillus glaucus apresentou maior incidéncia em sementes
desinfestadas, seguida de inoculagio com Aspergillus glaucus e inoculagio com Aspergillus
Slavus, Aspergillus flavus teve sua menor incidéncia em sementes desinfestadas e ndo inoculadas e

a maior em sementes inoculadas com Aspergillus flavus (Tabela 1). Vale ressaltar, que de uma
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TABELA 1. Efeito dos tratamentos de desinfestagdo e inoculagéo de sementes de algodoeiro com
duas espécies de Aspergillus,em separado,sobre a germinabilidade e sanidade

(valores em percentagem) - UFLA - MG 1996.

TESTES Desinfestagdo com Inoculagio com Inoculagido com
Hipoclorito 1% Aspergillus glaucus  Aspergillus flavus

TPG 37,5a 36,8a 36,4a

TZ - PG 46,9ab 49,3a 38,5b

Emergéncia (7dias) 30,6a 32,3a 27,7a

Emergéncia (28dias) 29,0a 28,0a 28,0a

Blotter test*
Fusarium sp. 1,8b 5,7a 5,2a
Botryodiplodia theobromae 0,6a 0,01b zerob
Aspergillus sp. 3,9 7,0a 5,9ab
Rhizopus sp. 6,3a 0,2b 0,1b
Aspergillus glaucus 0,9a 0,4ab 0,2b
Aspergillus flavus 4 4c 9,3b 20,5a

Meédia seguidas da mesma letra minuscula. na linha. nio diferem entre si pelo teste Tukey a 5% de probabilidade.
*Resultados baseados na analise de sementes destegumentadas.

maneira geral, a desinfestagdo de sementes com hipoclorito nio foi capaz de manter as sementes
livres de microrganismos, uma vez que esse composto ndio tem agio erradicante. Por outro lado, é
vilido lembrar que esses resultados sdo relativos a sementes destegumentadas e que,
provavelmente, a analise de sementes com o tegumento proporcionaria maior diferenga entre os
tratamentos, inclusive com valores mais elevados para os fungos em teste. A opgdo de se
utilizarem sementes destegumentadas teve como base verificar a microflora das sementes no
estado em que elas seriam utilizadas para determinar os perfis eletroforéticos. Para tempo de
envelhecimento artificial, todos os testes determinantes da germinabilidade, detectaram maiores
percentuais para sementes envelhecidas por zero horas, seguida dos tempos de envelhecimento de

96, 120 e 168 horas (Tabela 2). No caso especifico de fungos associados as sementes pode ser



50

observado que Botryodiplodia theobromae teve sua incidéncia diminuida com o aumento do
periodo de envelhecimento. Esse seria 0 comportamento esperado, uma vez que as condigdes de
temperatura ¢ umidade a que as sementes sio submetidas durante o envelhecimento artificial ndo
sdo favoraveis ao desenvolvimento deste organismo patogénico. Ja os demais fungos,
denominados fungos de armazenamento (Berjak e Villiers, 1972) apresentaram, de uma maneira
geral, tendéncias de maior incidéncia com ¢ aumento do tempo de envelhecimento (Tabela 2).
Apesar de todos os testes terem detectado redugdes na capacidade germinativa das
sementes submetidas aos diferentes tratamentos de envelhecimento artificial, para sementes desin-
festadas e ndo inoculadas os testes de emergéncia foram os que detectaram maiores diferencas
(53% de queda entre o tempo zero e o de 168 horas de envelhecimento). Redugdes maiores, 63%

e 68%, foram detectadas para sementes inoculadas com Aspergillus glaucus quando se considerou

TABELA 2. Efeito do envelhecimento artificial das sementes de algodoeiro desinfestadas e nio
inoculadas e inoculadas com duas espécies de Aspergillus, em separado, sobre
germinabilidade e sanidade (valores percentuais) - UFLA - MG 1996.

ENVELHECIMENTO ARTIFICIAL
TESTES zero h 96h 120h 168h
TPG (%) 72,0a 51,6b 18,4c 11,9b
TZ - PG (%) 829a 48,9b 25,2¢c 2l.1c
Emergeéncia (7 dias) 73,3a 45,0b 15,2¢ 2,7d
Emergeéncia (28 dias) 72,0a 40,3b 12,9¢ 2,7d
Blotter test*
Fusarium sp. 4. 1ab 3,6b 6,3a 2,4b
B. theobromae 0,5a 0,3ab zerob zerob
Aspergillus sp. 1,3¢ 6,2b 4,9 12,1a
Rhizopus sp. 0,45bc 0,16¢ 1,3b 4,28a
Aspergillus glaucus 0,03b 0,20b 0,03b 4.03a
Aspergillus flavus 1,98d 15,65b 22,7a 7,54¢

Médias seguidas da mesma letra minuscula, nas linhas nio diferem entre s pelo teste Tukey a 5% de probabilidade,
*Resultados baseados em sementes destegumentadas.
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o tempo zeroh de envelhecimento artificial, em relagdo ao tempo de 168h,avaliados pelos testes
padrio de germinag¢do e emergéncia aos 28 dias, respectivamente. Resultados similares, reducdes
de 64% e 73%, foram detectados para sementes inoculadas com Aspergillus flavus nos mesmos
periodos de envelhecimento pelos dois testes acima referidos, (Tabela 3).

Quando se considera o fator tratamento nos diferentes tempos de envelhecimento
artificial, os resultados da Tabela 4, indicaram diferengas estatisticas ao nivel de 5% para
tratamentos apenas no tempo de 120 horas de envelhecimento. Neste tempo pode ser observado
que o tratamento de inoculagdo das sementes com Aspergillus flavus foi o que propiciou maior
queda em germinabilidade nas sementes de algoddo. As condi¢des de envelhecimento por
proporcionar alta umidade relativa e temperaturas elevadas (42°C) sio mais favoraveis ao
desenvolvimento de Aspergillus flavus em comparagdo a outras espécies de Aspergillus
(Christensen, 1972).

Em relagdo a andlise eletroforética, pode ser observado, pelos zimogramas em geral
(Figuras 1 e 3), que dentre as enzimas avaliadas, a fosfatase acida, a malato desidrogenase, a
esterase, a enzima malica e a catecol oxidase, apresentaram aumento do numero e/ou de
intensidade das bandas com o aumento do tempo de envelhecimento artifical. Nos padres
eletroforéticos das enzimas glutamato desidrogenase, 6 - fosfogluconato desidrogenase,
hexoquinase, peroxidase e fosfoglucose isomerase foram detectados diminui¢do no nimero e/ou
intensidade das bandas; ao passo que nos padrdes das enzimas alcool desidrogenase e glutamato
oxaloacetato transminase ndo houve alteragdes com o aumento do periodo de envelhecimento
artificial. As isoenzimas que apresentaram atividade para os fungos enfocados neste estudo foram:
fosfatasse acida, catecol oxidase, hexoquinase, enzima malica e esterase, sendo que dentre estas
apenas as enzimas malica e esterase detectaram diferengas entre Aspergillus glaucus e Aspergillus

Slavus. A excegdo da enzima malica, que € uma oxiredutase, as enzimas que detectaram atividade



TABELA 3. Efeito dos tratamentos de desinfestagiio e inoculagiio de sementes de algodoeiro com duas espécies de Aspergillus,em

separado, submetidas ao envelhecimento artificial, sobre a germinabilidade e sanidade (valores percentuais) - UFLA -

MG 1996.
TRATAMENTOS
Sementes Infestadas com Infestadas com
TESTES desinfestadas Aspergillus glaucus Aspergillus flavus
Tempo de envelhecimento Tempo de envelhecimento Tempo de envelhecimento c.v.
(zeroh)  (96h)  (120h) (168h) (zeroh) (96h) (120h) (168h) (zeroh) (96h) (120h) (168h)

TPG 65,8a 55a 254b 10,3¢c  75a 44b 19.5¢  12,2c  75a 56b 13¢ llc 9,2%
TZ - PG 83a 46b 37c 21,7¢  82a 53b 35bc 26¢ 84a 48b 20c 8c 14%
Emergénica (7d) 69a 41b 26¢ 2,0d 79a 46b l6c 3d 72a 49b 6¢c 3c 12,8%
Emergéncia (28d) 68a 42b 22¢ 1,5d 71a 35b l6¢ 3d 77a 44b 5c 4c 12,3%
Blotter test*

Fusarium sp. 4,9a ILibc 4,3ab zeroc 4,2a 5,5a 5,9a 7,4a 3,3b 5,4ab 9,4a 3,7b

Bot. theobromae 2,2a 2,8a zerob  zerob 0,12a  zeroa zeroa zeroa 0,06a zeroa zeroa  zeroa

Aspergillus sp. 1,9b zeroc 8,2a 12,6a 4,3b 13,52 0,25¢ 17,7a  zerob 13,72 10,6a 7,0a

Rhizopus sp. 1,3¢ 0,4c 10,0b 244a 08a 0,12a 0,06a 0,12a zeroa 0,06a zeroa 0,06a

Aspergillus glaucus 0,06 0,4 0,3 5,9 0,06 0,56 zero 2,7 Zero Zero Zero 3,7
Aspergillus flavus zeroc 9,9 25,0a  zeroc zerob 13,52 184a 17,02 168ab 25,0a 250a 15,8b

Mddias scguidas da mesma letras minuscula ndo difcrem entre si pelo teste Tukey a 5% de probabilidade.
* Resultados bascados cm sementes destegumentadas.



TABELA 4. Efeito do tempo de envelhecimento artificial de sementes de algodogiro submetidas a desinfestagdio e inoculagio com

duas espécies de Aspergillus, em separado, sobre a germinabilidade e sanidade (valores em percentagem) - UFLA - MG -

1996.
TRATAMENTOS
TEMPO DE ENVELHECIMENTO ARTIFICIAL
TESTES zero h 96h 120h 168h
1* 2%% JHx 1 2 3 1 2 3 1 2 3

TPG (%) 65,8a 74,8a 75,3a 55,0a 44,0b 56,02 25,5a 20,0a 11,5b 10,3a 12,2a 13,2a
TZ - PG (%) 82,0a 82,0a 84,02 46,0a 53,0a 48,0a 37,0a 26,0a 8,0b 22,0a 35,0a 20,0a
Emergéncia 7d (%) 68,6a 78,5a 72,4a 40,5a 45,52 49,0a 26,0a 16,3a 6,3b 2,2a 2,92 2.9
Emergéncia 28d (%) 68,0a 71,0a 68,0a 42,5a 35,0a 43,5a 22.0a 15,0a 5,0b 1,5a 3,0a 4,0a
Blotter (gsi****

Fusarium sp. 4,9a 42a 3,3a 1,1b 5,5a 5,2a 4,3b 5,9ab 9.4a zcrob 7.4a 3,7

B. theobromae 2,2a 0,1b 0,1b 2,9a zerob zcrob Zeroa 7Croa 7C10Q Zeroa ZC10a Zeroa

Aspergillus sp. 1,9a 4,3a zerob zerob 13,6a 13,7a 8,2a 0,3b 10,6a 12,6ab 17,72 To

Rhizopus sp. 1,3a 0,8a zeroa 0,4a 0,la 0,1a 10,0a 0,1b zcrob 24.2a 0,1b 0,7b

Aspergillus glaucus 0,1 0,1 Zero 04 0,7 ZCr0 0,3 zero 7Cro 5,9 2,7 3,7

Aspergillus flavus zcrob zcrob 16,8a 9,90 13,6b 25,0a 25,0a 18,4a 25,0a zerob 17,00 15,9

Médias scguidas, na linha, com a mesma letra minuscula nfio diferem entre si pelo teste Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.
1* Semenies desinfestadas com hipoclofito de sédio a 1%.

2** Sementes infestadas com Aspergillus glaucus.

3%** Sementes infestadas com Aspergillus flavus.

*x*x Resultados bascados cm sementes destcgumentadas.
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em ambos os fungos, foram as da categoria das hidrolases e transferases. Dentre as enzimas que
ndo apresentaram atividade para os referidos fungos, 6 - fosfo-gluconato desidrogenase, alcool
desidrogenase, glutamato desidrogenase, glutamato oxaloacetato transminase, fosfoglucose
isomerase e peroxidase, a maioria é do grupo das oxiredutases, indicando provavelmente, que os
fungos ndo atuam nesse nivel de reagdo. Apenas uma enzima do grupo das transferases e uma do
grupo das isoemerases (racemases) apresentaram atividade para esses fungos.
A alcopl desi;irogenase (ADH) - EC 1.1.1.1) (Figuras 1 e 2) uma das enzimas que
/

mantiveram seus padrdes isoenzimaticos inalterados com avango do processo deteriorativo das
sementes, participa de rea¢des de oxiredutase, agindo mais especificamente na oxidrila alcéolica.
Essa enzima atua no metabolismo anaerdbico de plantas, reduzindo o acetaldeido a etanol
(Vantoai, Fausey e McDonald Jr., 1987), motivo pelo qual, provavelmente, esta enzima ndo
apresentou alteragdes no seu perfil isoenzimatico. J4 a glutamato oxaloacetato transminase (GOT
- EC - 2.6.1.1.), outra enzima que manteve seu padrio isoenzimatico inalterado, participa da
transferéncia de grupamentos amina de um composto para outro, apresentando-se importante no
processo de degradagio e sintese de proteinas (Conn e Stumpf, 1986). Esses resultados diferiram
dos encontrados por Thronéberry e Smith (1995), os quais relataram correlagio positiva entre
germinabilidade de sementes de milho e atividade da alcool desidrogenase, dos de Chauhan,
-Gopinathan e Babu, 1985), que detectaram aumento, tanto em soja quanto em cevada, do nimero
de bandas da glutamato oxaloacetato transminase para sementes envelhecidas artificialmente.
Apesar de estes autores terem concluido que essas mudangas sejam devidas ao aumento da
atividade metabolica que conduzem a deterioracdo, eles citam que os perfis eletroforéticos sio
especificos para cada espécie. No caso especifico dos trabalhos de Chauhan, Gopinathan e Babu
(1985) os quais encontraram alteragdes no niimero de bandas da glutamato oxaloacetato transmi-

nase, vale ressaltar que esses autores também detectaram variagdes nos padrdes de proteina. No
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presente trabalho as proteinas de armazenamento, globulinas, ndio tiveram seus padrdes
eletroforéticos alterados (Figura 5), o que justifica a ndo alteragdo dos padrdes eletroforéticos da
glutamato oxaloacetato transminase, uma vez que se trata, como mencionado anteriormente, de
uma enzima importante no processo de degrada¢io e sintese de proteina. Pode ser observado
ainda (Figura 1), que essas enzimas n3o apresentaram atividade para os fungos em estudo.

Por sua vez, o nimero de bandas de malato desidrogenase (MDH - EC 1.1.1.37)
(Figura 1) aumentou nas sementes envelhecidas artificialmente por 120 e 168 horas para sementes
ndo inoculadas e desinfestadas e, inoculadas com Aspergillus flavus e nas envelhecidas por 96h,
120h e 168horas, para as inoculadas com Aspergillus glaucus. Esses resultados coincidem com os
detectados pelo teste padrdo de germinagéo para sementes ndo inoculadas e desinfestadas, o qual
revelou diferenca em percentagem de germinacdo a partir de 120 horas de envelhecimento (Tabela
3) e com todos os outros testes determinantes da germinabilidade para sementes inoculadas com
Aspergillus glaucus. Para Aspergillus flavus, os testes, de uma maneira geral, comegaram a
detectar diferengas significativas em deterioragio a partir de sementes envelhecidas artiﬁcialmepte
por 96 horas, ao passo que essa enzima detectou diferengas a partir do tempo de. 120horas. Por se
tratar de uma enzima importante na respiragio celular, o aumento do nimero e/ou intensidade de
coloragdo de bandas em sementes submetidas a periodos mais longos de envelhecimento artificial,
pode ser em funcdo do aumento da respiragio que ocorre em sementes que se encontram em
processo de deterioragdo avangado, uma vez que enzimas envolvidas na respiragdo podem ser
ativadas em sementes de qualidade reduzida (Shatter et al., 1994). Isto também acontece no teste
de tetrazolio, que se trata da analise colorimétrica pela agdo da enzima desidrogenase, em que se-
mentes deterioradas apresentam colora¢do vermelho mais intenso em relagdo as de alta qualidade,
Moore (1985). Portanto, enzimas envolvidas na respiragdo, podem apresentar alta atividade em

sementes de qualidade reduzida e ser um possivel marcador molecular para deterioracdo. Além do
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FIGURA 1. Padrdes isoenzimaticos de Aspergillus glaucus, Aspergillus flavus e de sementes de

algodoeiro inoculadas e n3o inoculadas com ambos os fungos em separado, e
submetidas a envelhecimento artificial, da esquerda para a direita: (1) (2) (3) (4)
sementes desinfestadas e ndo inoculadas, (5) (6) (7) (8) sementes inoculadas com
Aspergillus glaucus, (9) Aspergillus glaucus, (10), (11) (12) (13) sementes inoculadas
com Aspergillus flavus, (14) Aspergillus flavus. UFLA- Lavras/MG, 1995.

A espessura ¢ a tonalidade das bandas indicam intensidade relativa.

Bandas densas, porém claras
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Sementes Sementes inoculadas  Sementes inoculadas
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FIGURA 2. Atividades enziméticas reveladas em géis de poliacrilamida a 7,5% de Aspergillus

glaucus, Aspergillus flavus e de sementes de algodoeiro inoculadas e ndo inoculadas

com ambos os fungos em separado, e submetidos a envelhecimento artificial. UFLA -

Lavras/MG, 1995.




58

mais, segundo Harman, (1956) citado por Carvalho (1994) a mais provavel origem dos radicais
livres seria a intera¢do de enzimas respiratorias envolvidas na utilizagdo do Qxigenio molecular,
principalmente as contendo ferro.

A fosfatase acida (ACP-EC 3.1.3.2.) (Figuras 1 e 2) apresentou atividade a partir
de 120h de envelhecnménto para sementes ndo inoculadas e desinfestadas, a partir de 96horas para
sementes inoculadas com Asperg111us glaucus e em todos os tempos para sementes inoculadas
com Aspergillus flavus. No entanto, houve aumento na intensidade de bandas a partir de 120h de
envelhecimento para sementes inoculadas com Aspergillus glaucus e a partir de 96h para as
inoculadas com Aspergillus flavus. Esses resultados estdo correlacionados com os detectados por
todos os testes de germinabilidade para sementes inoculadas com Aspergillus flavus. Para
sementes ndo inoculadas e desinfestadas os percentuais de germina¢do detectados pelos testes
padrao de germinagdo e tetrazdlio correlacionaram com os encontrados pela atividade dessa
enzima. No caso de sementes inoculadas pbr Aspergillus glaucus, o perfil enzimético dessa
isoenzima classificou, a exemplo de todos os testes determinantes da germinabilidade, as sementes
em diferentes niveis de qualidade. Apesar dos resultados estarem em desacordo com os
encontrados por Chauhan, Gopinathan e Babu (1985), Perl, Luria ¢ Gelmond (1977); Jeng e Sung
(1994), Sung e Jeng (1994); Basavarajappa, Shetty e Prakash (1991), eles reforcam os de
Rajagopal e Sen - Mandi (1992); Krupta e Bandstrom (1974) e Zscheile, (1974) citados por
Cherry (1978).

A fosfatase acida é uma hidrolase envolvida em reagdes de hidrolise de esteres, que
pode atuar sobre fosfoli?idios de membrana, tendo como consequéncia a peroxidagdo de lipidios.
Basavarajappa, Shetty e Prakash (1991), encontraram um significativo incremento no total de
acidos graxos livres para sementes deterioradas e, segundo os autores, isto pode ter sido devido a
atividade catalitica de enzimas esteroliticas. Roberts, (1973) cita a preponderancia de enzimas
hidroliticas, dentre elas as fosfatases, em terem sua atividade incrementada com a perda de
viabilidade, o que levanta a possibilidade, sugerida por estudos de ultraestrutura de Berjak e
Villiers (1978), de que ruptura de lisossomo pode estar envolvida com perda de viabilidade.

Por outro lado, pela fosfatase 4cida ter apresentado atividade para os dois fungos
em estudo e ndo ter apresentado atmdade para sementes ndo envelhecidas, ndo se sabe até que
ponto essa peroxidagdo € em funcio de atividade de enzimas dos fungos ou das sementes.
Também Krupta e Brandstrom, (1974) e Zscheile (1974), citados por Cherry (1978) e Cherry

(1978) detectaram diferengas no zimograma de fosfatase acida de sementes infectadas por fungos.
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A enzima mélic;l"'(MZE -EC 1.1.1.40) apresentou‘atividade a partir de 96h de
envelhecimento para sementes n3o inoculadas e desinfestadas e sementes inoculadas com
Aspergillus glaucus. Para sementes inoculadas com Aspergillus flavus, apenas a partir de 120h de
envelhecimento foi detectada atividade dessa isoenzima. Com exce¢io das bandas nas zonas M, e
M., as demais n3o estavam uniformemente presentes em todos os tratamentos de envelhecimento
¢ apesar de densas, apresentaram-se bastante difusas (Figura 1). Segundo Shatter et al. (1994), o
aparecimento de bandas difusas de isoenzimas em amostras de sementes submetidas ao
envelhecimento artificial, sugere que protedlise ou glicoxilagio nio especifica esta ocorrendo.
Desta forma, a existéncia de uma populagio de enzima malica com este tipo de banda, pode estar
com numeros variados de carboidratos ligados, o que poderia estar ocasionando o obscurecimento
da observagdo da atividade. Por se tratar de uma enzima envolvida em reagdes de oxireduggo, /
agindo na oxidrila alcodlica, portanto importante na respiragio celular, esse aumento do numero
e/ou intensidade de bandas em sementes submetidas ao envelhecimento artificial, pode ser devido
ao aumento da respiragdo que ocorre em sementes deterioradas. Tanto assim €, que esses
resultados estdo em concorddncia com os encontrados através da malato desidrogenase, neste
trabatho.

Os padrées isoenzimaticos de es’;t;rase (EST - EC 3.1.1.1.) (Figuras 1 e 2)
apresentaram tendéncia de aumento do nﬁmerd\_e)'ntensidade de bandas com envelhecimento
artificial (o maior nimero e intensidade de bandas sempre ocorreu no tratamento de 168 horas de
envelhecimento). Pode ser observado pelo zimograma da Figura 1, que os trés grupos Est,, Est> e
Est; da isoenzima esterase, estavam presentes em todos os tratamentos e apresentaram-se
bastante uniformes, quanto a intensidade das bandas. As demais bandas apresentaram-se de forma
variada nos diferentes tratamentos. Estes resultados estio de acordo com os encontrados por
Chauhan, Gopinathan e Babu (1985), Shatters et al., (1994). Observa-se ainda que a banda da
regido Est, decresceu em intensidade com o aumento do tempo de envelhecimento, a excegdo das
sementes inoculadas com Aspergillus flavus. Ao que parece, trata-se de uma isoenzima em que o
perfil eletroforético ¢ bastante alterado pela agdo de microorganismos, o que suporta resultados de
Cherry (1978) devendo portanto ser usada com restrigdo em analises de identificagdo de
cultivares. Apesar de ser uma enzima envolvida em reages de hidrolise de esteres e desempenhar
papel chave no metabolismo de lipidios, ponto importante no processo deteriorativo de sementes,
a variagdo no seu perfil eletroforético parece estar mais relacionada a associagio de

microorganismos do que ao processo deteriorativo em si. Vale ressaltar que foi uma das Gnicas
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isoenzimas capazes de diferenciar os dois fungos em estudo. Também no trabalho de diferenciag¢do
de Colletotrichum gossypii e Colletotrichum gossypii var. cephalosporioides (capitulo 3) ela
apresentou-se eficiente em detectar diferengas entre os dois organismos. Parece portanto, ser mais
indicada a sua utilizagio em trabalhos de diferenciagdo de microorganismos, com identidade
morfologica proxima, do que como marcador bioquimico de processos deteriorativos de sementes.
A enzima catecol oxidase (COX) (Figura 3) apenas apresentou altera¢do em seu -

“

padrdo isoenzimatico para sementes ndo inoculadas e desinfestadas. Mesmo assim essa variagdo l/“ A
ndo se correlacionou com os resultados encontrados pelos testes determinantes da genninabilidade¥
de sementes. Apesar de ter apresentado atividade para os fungos em referéncia, pode ser ;"
observado que estes ndo alteraram os padrdes eletroforéticos dessa enzima, quando em associaq:ﬁo]f‘
com as sementes de algodoeiro. Se ndo fosse o fato de ela néo ter apresentado polimorfismo, seria
provavelmente, uma enzima em potencial a ser utilizada em trabalhos de identificacio d/é
cultivares. ’
Dentre as enzimas que apresentaram decréscimo no nimero e/ou intensidade de
bandas com o envelhecimento artificial, a glutamato desidrogenase (GDH - EC - 1.4.1.3.), como
pode ser observado pelas Figuras 3 e 4, teve redu¢do tanto em intensidade de bandas quanto
desaparecimento. A redugo na atividade das bandas, ocorreu, na regido G3 a partir de 120 horas
de envelhecimento para sementes nio inoculadas e desinfestadas e 96 horas para sementes
inoculadas com Aspergillus glaucus e quase desaparecimento com 120 e 168 horas. Para sementes
inoculadas com Aspergillus flavus além da diminuicio da intensidade de bandas, houve
desaparecimento total a partir de 120 horas. A enzima glutamato desidrogenase esta presente
apenas na mitocondria, mais especificamente na matriz mitocondrial. Trata-se de uma enzima
alostérica, complexa, que cataliza a deamina¢do oxidativa do glutamato, formando aménia e o
cetoglutarato. A amédnia pode ser recuperada e reutilizada na sintese de aminoacidos. Embora a
aménia € o ¢ cetoglutarato sejam catalisadas pela mesma enzima, o uso de duas coenzimas (NAD
e NADPH) diferentes, pela glutamato desidrogenase, possibilita a regulagdo indeﬁendente da
deaminagdo do glutamato e da aminagéio do o cetoglutarato (Lehninger, 1992). Uma vez que esta
enzima atua na oxidagdo de aminoacidos (proteinas de reserva) fornecendo energia para as células
(ciclo do écido citrico) e/ou na reduggo do o cetoglutarato para a sintese de aminoacidos, ela pode
desempenhar um importante papel na germinacgio de sementes. Apesar de esses resultados estarem

de acordo com os encontrados por Shatter et al (1994) em sementes de milho, a perda de ativi-
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dade dessa enzima s6 acontece em estagios mais avangados de deterioragio (germinagdo variando
de 40 a 50%), provavelmente em fungdo de sua atuagio, ou seja, a nivel de proteina de reservas.

S

Pelas Figuras 3 e 4, pode ser observada também, uma mudanga nos padrdes

isoenzimaticos da per xidase (PO - EC 1.11.1.7) com o aumento do tempo de envelhecimento
artificial das sementeWos Os tratamentos, essa isoenzima na regido P, s6 apresentou
atividade para o tempo de zero horas de envelhecimento. Na regido P, foi detectada uma certa
atividade apenas para os tempos de 120 e 168 horas de envelhecimento, sendo que esta atividade
se apresentou mais intensa para sementes desinfestadas e nio inoculadas. A regido P; apresentou
atividade apenas para zero horas de envelhecimento, podendo ser notado um decréscimo na
intensidade dessa banda para sementes inoculadas com Aspergillus flavus. Em relagdo a regido P,,
foi observada uma diminui¢o na intensidade de banda,.sendo essa diminui¢do intensificada para
sementes inoculadas com Aspergillus flavus. Todos os tratamentos apresentaram completo
desaparecimento desta banda no periodo correspondente a 168 horas de envelhecimento das
sementes. A atividade dessa enzima, correlacionou negativamente com os resultados detectados
pelos testes de germinabilidade de sementes (Tabela 3). Por ser a peroxidase uma das enzimas
"scavenger" (Basavarajappa et al., 1991; Jeng e Sung, 1994), ou seja removedora de peréxido, a
perda da atividade dessa enzima, pode parcialmente esclarecer porque sementes envelhecidas
acumulam mais peroxidos. Os resultados deste trabalho reforcam os de Basavarajappa, Shetty e
Prakash (1991); Jeng e Sung (1994); Sung e Jeng (1994); Nkang (1988) citado por Basavarajappa
et al. (1991). Também outros autores a exemplo de Abdul - Baki e Anderson, (1972);, Hamill e
Bewbaker, (1969), tém encontrado relagdo entre atividade das peroxidases com viabilidade de

sementes.
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FIGURA 3. Padrdes isoenziméticos de Aspergillus glaucus, Aspergillus flavus e de sementes de

algodoeiro inoculadas e nio inoculadas com ambos os fungos em separado, e

submetidas a envelhecimento artificial, da esquerda para a direita: (12 G
sementes desinfestadas e ndo inoculadas, (5) (6) (7) (8) sementes inoculadas com
Aspergillus glaucus, (9) Aspergillus glaucus, (10) (11) (12) (13) sementes
inoculadas com Aspergillus flavus, (14) Aspergillus flavus. UFLA- Lavras/MG, 1995

A espessura ¢ a tonalidade das bandas indicam intensidade relativa.

=3 Bandas acromaticas



63

Sementes  Sementes inoculadas Sementes inoculadas
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FIGURA 4. Atividades enzimaticas reveladas em géis de poliacrilamida a 7,5% de Aspergillus
glaucus, Aspergillus flavus e de sementes de algodoeiro inoculadas e ndo inoculadas

com ambos os fungos em separado, e submetidos a envelhecimento artificial. UFLA -
Lavras/MG, 1995.
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O zimograma da Figura 3, referente aos padroes de bandas da 6 - fosfogluconato
desidrogenase (6 PGDH - EC 1.1.1.44) variaram tanto em nimero quanto em intensidade de ban-
das. A partir de 96 horas de envelhecimento artificial, todas as bandas perderam a intensidade. No
tempo de 120 horas as bandas 6PGDH; e 6PGDH. desapareceram em todos os tratamentos o que
ocorreu somente no tempo de 168 horas com as isoenzimas 6PGDH,, 6PGDH,. Os resultados de
atividade dessa enzima mostraram similaridade com os encontrados pelos testes de germinabilida-
de de sementes (Tabela 3), sendo detectadas diferengas ja nos periodos correspondentes a 96
horas de envelhecimento. A enzima 6 fosfogluconato desidrogenase nfo apresentou atividade para
nenhum dos fungos em teste, nio tendo portanto seus padrdes modificados pela associagdo de
microorganismos com as sementes. Trata-se portanto de uma enzima promissora para ser utilizada
como marcador bioquimico que visa a detectar altera¢cdes em viabilidade de sementes.

A fosfoglucose isomerase (PGI - EC 5.3.1.9) (Figura 3) apesar de apresentar
tendéncia de diminui¢do do niimero e intensidade de bandas com o processo de envelhecimento
artificial, seus padrdes eletroforéticos no se apresentaram uniformes para todos os tratamentos.
Assim € que a banda PGI, estava presente nos tratamentos zero e 96 horas para sementes nio
inoculadas e desinfestadas, zero horas de envelhecimento para sementes inoculadas com
Aspergillus glaucus e zero e 168horas de envelhecimento para sementes inoculadas com
Aspergillus flavus. De uma maneira geral, houve tendéncia de desaparecimento da banda PGI;
com aumento do tempo de envelhecimento (a partir de 120h para sementes ndo inoculadas e
desinfestadas e de 96h para sementes inoculadas com Aspergillus glaucus e Aspergillus flavus).
Os resultados detectados por essa regido PGI;, estdo de acordo com os encontrados pelos testes
padrdo de germinagdo e tetrazolio para sementes desinfestadas e nio inoculadas e pelos demais
testes determinantes da germinabilidade para sementes inoculadas com Aspergillus glaucus e
Aspergillus flavus (Tabela 3). As demais bandas nio apresentaram consisténcia em desapareci-
mento, perda de intensidade e aparecimento com relagio ao envelhecimento artificial de sementes.
Esta enzima encontra-se envolvida em reagdes de isomerizago racemases, com fornecimento de
energia, ou seja ela cataliza a transformagio de glicose em frutose e vice - versa, no ciclo das
hexoses com liberagdo de energia para o processo. Em sementes deterioradas esses processos
energéticos podem ficar diminuidos pela menor atividade dessa enzima. Vale destacar também que
esta isoenzima ndo apresentou atividade para os fungos em estudo.

Apesar de a tendéncia de desaparecimento de bandas com o aumento de tempo de

envelhecimento artificial (sementes nio inoculadas e desinfestadas e inoculadas com Aspergillus
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glaucus), os padrdes isoenzimaticos da hexoquinase (HK - EC. 2.7.1.1.) (Figuras 3 e 4) ndo foram
consistentes, principalmente para sementes inoculadas com Aspergillus flavus.Por tratar-se de
uma enzima de transferéncia de grupos fosfatos, podendo atuar no metabolismo de agucar, trans-
formando por exemplo glicose em glicose fosfato com fornecimento de energia para a cadeia res-
piratoria, seria correto a perda de atividade com 0 aumento do tempo de envelhecimento artificial,
pois menor atividade menor liberagdo de energia. A atividade dessa enzima para os fungos em
questdo, apresentaram-se em forma de bandas acromaticas e ndo foi detectada diferenca entre os
dois organismos. O maior nimero de bandas acromaticas ocorreu para sementes inoculadas com
Aspergillus flavus, o que coincide com os resultados detectados pelo "Blotter test" (Tabela 2A),
onde o maior percentual de Aspergillus flavus foi detectado nas sementes desse tratamento.

Em relag3o aos perfis eletroforéticos de proteinas soliveis (fase sobrenadante) e de
proteinas de armazenamento (fase pellet), referentes aos extratos de sementes secas de algodoeiro
que foram submetidas aos tratamentos de desinfestacdo, inoculagdo com Aspergillus glaucus, com
Aspergillus flavus e posteriormente envelhecidas pelos tempos de zero, 120 e 168 horas, pode ser
observado pela Figura 5, que as trés primeiras bandas dos perfis de proteina solivel
desapareceram para todos os tratamentos a partir de 120 horas de envelhecimento. As bandas 12 e
13 tenderam a desaparecer no tratamento de 168 horas para sementes ndo inoculadas e
desinfestadas, a partir de 120 horas para sementes inoculadas com Aspergillus glaucus, e a partir
de 96 horas para sementes inoculadas com Aspergillus flavus. Esses resultados estio parcialmente
de acordo com os detectados pelos testes determinantes da viabilidade de sementes. Também
Basavarajappa, Shetty e Prakash (1991) e Varier e Dadeam encontraram decréscimo na
quantidade de proteinas soliveis de sementes envelhecidas artificialmente. Essas trés bandas
iniciais, que desapareceram em sementes envelhecidas artificialmente, apresentaram um peso
molecular em torno de 116.000 daltons, e as bandas 12 e 13 em torno de 14.200 daltons. Em
relagdo s proteinas de armazenamento, globulinas (fase pellet), os perfis eletroforéticos nio
variaram nem com os diferentes tratamentos, nem com o envelhecimento artificial (Figura 5).
Também Reuzeau, Goffner e Cavalie (1992) nio detectaram relagdo precisa entre composi¢io
protéica e estimativa de germinabilidade. J4 Cherry, Mayne e Ory (1974); Cherry, Young e
Beuchat (1975); Cherry, Beuchat e Young (1976); Cherry., Beuchat e Kocheler (1978)
encontraram perfis eletroforéticos de padrdes de proteinas extraidas de sementes, modificadas pela
ag¢do de microrganismos. Neste trabalho tais mudangas n3o foram detectadas, provavelmente pelo

estadio inicial e baixo nivel de infecgio que as sementes destegumentadas apresentavam (Tabela
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1). A primeira banda de proteina de armazenamento detectada, apresentou um peso molecular em

torno de 80.000 daltons, o que concorda com os resultados de Karavaeva, (1972), que isolou uma
proteina de sementes de algoddo, globulinar (peso molecular 170.000) dissociada em 2
subunidades de apoximadamente 80.000 daltons em SDS page. Muitos autores a exemplo de
Nauttyal, Thapliyal e Purohtt (1985), Chauham, Gopinathan e Babu (1985), Basavarajappa, Shetty
¢ Prakash (1991); Dell’Aguila (1994) tém encontrado variagSes nos perfis eletroforéticos de
proteinas associadas ao envelhecimento de sementes. E importante, no entanto, que se determine,
para que se obtenha relagdo precisa entre composi¢do protéica e estimativa de germinabilidade,
qual tipo de proteina esta variando, ou seja, proteinas soliiveis ou de armazenamento. E valido
lembrar que as proteinas soliveis sdo predominante as funcionais do citoplasma de sementes e as
de armazenamento, globulinas (alcalina A, e alcalin B), fornecem polipeptidios, aminoécidos e
nitrogénio para o desenvolvimento de plantulas no processo germinativo. Mudangas em atividades
enzimiticas em sementes determinadas tém sido descritas desde 1930 (Revisdo de Priestley,
1986); no entanto, parece que mudangas em proteinas de armazenamento s6 ocorrem em estagios

bastante avangados de deterioragio.
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FIGURA 5. Zimograma de proteinas soliveis e total de sementes de algodoeiro inoculadas e ndo
inoculadas com Aspergillus glaucus e Aspergillus flavus em separado, e submetidas a

envelhecimento artificial. UFLA - Lavras/MG, 1995.
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4 CONCLUSOES

1 - Vanagdes eletroforéticas nos padrdes de isoenzimas e proteinas soluveis estio associadas ao

processo deteriorativo de sementes de algodoeiro.

2 - Néo foram detectadas mudangas nos padrdes eletroforéticos de proteinas de armazenamento

de sementes de algodoeiro, em associagdo ao processo deteriorativo.

3 - Fosfatase 4cida, enzima malica, esterase e hexoquinase apresentaram modificagdes em seus

padrdes eletroforéticos em fungéo da associagio fungos/sementes.

4 - As enzimas glutamato desidrogenase, malato desidrogenase, fosfatase 4cida, enzima malica,
peroxidase e 6 - fosfogluconato desidrogenase, revelaram-se como indicadores promissores

do estagio de deterioragdo de sementes de algodoeiro.
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Capitulo 2

RESUMO

VIEIRA, Maria das Gragas Guimardes Carvalho. Diferenciagido entre Colletotrichum gossypii
South e C. gossypii var. cephalosporioides Costa & Fraga através de marcadores RAPD.
Lavras: UFLA, 1996. 113p. (Tese - Doutorado em Fitotecnia).

Colletotrichum gossypii e C.gossypii var. cephalosporioides sio fungos causadores
de diferentes e importantes doengas em algodoeiro, ambos transmissiveis por sementes e de dificil
diferencia¢do em laboratério por métodos convencionais. Apesar da semelhanca morfologica entre
ambos, C.gossypii var. cephalosporioides causa danos mais severos a cultura ja estabelecida no
campo. O desenvolvimento de técnicas moleculares visando a diferenciagio desses organismos €
uma alternativa na busca de um diagnéstico rapido e seguro do estado sanitario das sementes. No
presente trabalho, diferentes isolados de cada fungo foram comparados pela técnica de marcadores
moleculares RAPD. As reagdes de amplificagdo geraram 109 bandas de DNA polimérficas e 34
monomorficas. Os produtos de amplificagdo polimérficos produziram um padrdo caracteristico
para cada um dos fungos estudados, permitindo estimar a distancia genética entre eles. Foi
verificada alta dissimilaridade genética entre os isolados de C. gossypii var . cephalosporioides e os
isolados de C.gossypii (80%). A dissimilaridade genética dentro de C. Gossypii variou de 23% a
32%. Os ensaios de patogenicidade comprovaram os resultados acima, concluindo que a utilizagio
de marcadores moleculares constitui-se em uma ferramenta util na diferenciagdo dos dois fungos

considerados.

“Orientador: Prof. Dr. José da Cruz Machado. Membros da banca; Prof. Dr. Jodo Bosco dos Santos; Prof. Dr.
Rubens Sader: Prof. Dr. Roberto Ferreira da Silva e Prof. Dr. Mario Sobral de Abreu.



SUMMARY

Differentiation between Colletotrichum gossypii south and Colletotrichum gossypii var.

cephalosporioides based on RAPD markers

Colletotrichum gossypii and C.gossypii var. cephalosporioides are fungi causing
different and economically important diseases in cotton, both seed transmitted and hardly
differentiated by conventional seed health testing used in routine anlysis. Despite the high
morphological similarity between both fungi, C. gossypii var. cephalosporioides is considered
more damaging to cotton in the field where it may cause considerable reduction in yield. The
development of molecular techniques aiming to distinguish both Organisms is a promissing
alternative which can be launched to perform a reliable, quick and early diagnostic of their
occurrence in seed lots of cotton. In the present work, some isolates of both fungi were compared
by using RAPD markers. The amplification reaction provided 109 polimorphic and 34
monomorphic DNA bands; the polimorphic ones producing typical patterns for both fungi. These
patterns allowed the estimation of the genetic distance between isolates of each Colletotrichum,
The genetic dissimilarity between isolates of C.gossypii var. cephalosporioides was 80% and of
C.gossypii ranged 23 to 32%. The results of the molecular determinations were confirmed by the
pathogenicity tests, indicating accordingly the reliability of molecular markers to distinguish both

Colletotrichum varieties.



1 INTRODUCAO

Os métodos tradicionais de identificagdo de fungos em sementes, como a incubagio
em meio agar ¢ em papel de filtro (Blotter Test) apresentam pouca sensibilidade, sobretudo
quando se trata de sub-espécies, variedades, ragas e até mesmo espécies morfologicamente
semelhantes.

No caso especifico da cultura do algodoeiro, a ramulose, uma das doengas mais
sérias atualmente no Brasil devido aos danos e prejuizos causados a cultura, (Himati, 1980;
Carvalho et al., 1984; Lima, Vieira, Carvalho, 1984, 1985; Pizzinato 1987, Pizzinato e Cia, 1987,
Tanaka, 1990; Pizzinato, 1994, Machado, 1994) cujo patdgeno é transmitido por semente (Tanaka
1990), ndo tem tido sua presenga relatada como Colletotrichum gossypii var. cephalosporioides
nos testes de sanidade de rotina. A grande semelhanga das estruturas de Colletotrichum gosgpf}' -
agente causal da antracnose e 0-agente causal da ramulose, "‘observadas pelos métodos rotineiros,
ndo tem permitido diﬁingui-lcgjﬂu;i;%(l990) em estudos sobre caracterizagdo morfologica,
auxanografica e patogénica desses-dois=fungos, encontrou dificuldades na distingdo rapida e
segura desses dois patogenos através das caracteristicas morfolégicas, conseguindo no entanto,
diferencia-los quanto 4 auxanografia e patogenicidade. Nesses casos torna-se necessario o
isolamento do patdgeno visando sua obtengdo em cultura pura para apds determinar as diferencas
entre os dois organismos quanto ao aspecto nutricional e via inoculagdo em plantas susceptiveis.
Tais processos além de morosos, caros e inviaveis em testes rotineiros, quase sempre apresentam

resultados inconclusivos, havendo questionamento quanto a sua validade em esquemas de controle
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de qualidade para organismos de alto risco.” Segundo (Malaguti, 1955; Follin ¢ Mangano, 1983,
citados por Tanaka, 1991; Tanaka, Menten e Machado, 1995), existe ainda a possibilidade de
diferenciar esses organismos quanto ao habito de crescimento. Por exemplo, as culturas do agente
causal da antracnose geralmente apresentam crescimento mais uniforme, superficie mais
homogeénea e coloragio rosada devido ao grande nimero de conidios formados, enquanto para o
agente da ramulose, as culturas, no geral, s3o mais escuras, tendendo a tons pardos, acinzentados
ou cinza esverdeado, com aspecto granuloso e menor esporula¢do. Segundo Tanaka (1991) a
separagdo baseada apenas nessas caracteristicas ndo é por si so segura, uma vez que se tem
constatado dentre isolados de um mesmo patogeno, diferengas acentuadas quanto a esporulagdo,
taxa de crescimento, pigmentagdo, forma e relevo das colonias. Culturas atipicas de um dos
organismos, muitas vezes se assemelham as culturas do outro, dificultando a identifica¢3o.
Segundo a autora, caracteristicas culturais s6 tém sido feitas por comparagdo, € em testes
rotineiros em laboratorio de patologia de sementes, questiona-se, além da falta de precisdo, a
viabilidade de se manter um grande nimero de isolados dos patogenos, para comparagdes.

A avaliagdo da qualidade de sementes através de testes rapidos e precisos vém
assumindo cada vez maior importdncia no contexto da produgio de sementes, ndo sO para dar
subsidios aos programas de controle de qualidade, mas na agilizagdo do processo de produgio,
redugdo de custos, preservagio de areas de plantio redugdo do uso de defensivos, além de
proporcionar o diggnéstjco precoce de inimeras doengas.

TNl

~ O uso de técnicas moleculares, baseadas na imunologia e analises de acidos
nucléicos, tem sido aplicada em diversas areas da micologia e tem possibilitado o desenvolvimento
de métodos rapidos, sensiveis e especificos no diagnéstico de patdgenos de plantas, comumente

transmitidos por sementes. (Manicom et al., 1990, Walker e Dougan, 1989, White et al,, 1989/

‘ .
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Bej, Mahbuvani, Atlas, 1991; Nazar et al., 1991; Steffan e Atlas, 1991; Ball e Reeves, 1992; Mills,
Sreenivasaprasad e Brown, 1992; Grajal-Martin, Simon, Muehlbauer, 1993).

o / O teste de RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA) é um dos recursos mais
vidveis para uso rotineiro, devido a sua rapidez e simplicidade, além de possuir um poder
equivalente ao teste de RFLP (Restriction Fragment Lenght Polymorphisms) para detecgo de
variabilidade genética. Contudo, para o uso desta técnica deve-se trabalhar com culturas puras do
fitopatogeno, pois os “primers” sio aleatérios e podem portanto, sequénciar qualquer molécula
que esteja na mistura, (Henson e French, 1993; Caetano-Anolles, Bassam, Gresshoff., 1991).
Utilizando a técnica do RAPD, podem ser citados, entre outros, os trabathos de: Grajal-Martin,
Simon e Muehlbauer (1993), que conseguiram sucesso na identificacio da raca 2 de Fusarium
oxysporum ‘fsp.pigi; ge’ outras trés ragas, ',Guthrie et al. (1993) trabalhando com Colletotrichum
graminico{,a,"Schafer e Wostemeyer (1992), trabalhando na diferenciagdo de isolados agressivos e
ndo-agressivos de Phoma lingan; o de Crowhurst et al. (1991), os quais trabalharam na
diferenciagio de 2 ragas de Fusarium solani f:sp. cucurbitae e Vilarinhos et al. (1995) que
trabalharam na caracterizagio de ragas de Colletotrichum lindemuthianum.

Em face dos aspectos considerados procurou-se no presente estudo diferenciar os
fungos Colletotrichum gossypii South. var. Cephalosporioides Costa e Fraga Jr. e C. gossypii

South., através de marcadores moleculares RAPD, utilizando isolados de cultura pura.



2 MATERIAL E METODOS

2.1 Obtengio dos isolados fingicos

Quatro isolados foram obtidos de sementes de algoddo, através do método de
incubagdo em papel de filtro (Blotter Test), dois provenientes de regido produtora do Estado de
Sao Paulo e dois do Tridgngulo Mineiro. De acordo com o habito de crescimento apresentado
sobre as sementes examinadas em estereiomicroscopio, seguindo metodologia de Tanaka, Menten
e Machado (1995), dois isolados apresentaram-se com caracteristicas de Colletotrichum gossypii
e dois outros com caracteristicas de Collefotrichum gossypii var. cephalosporioides.
Posteriormente, tais fungos foram cultivados em meio BDA, visando a obter culturas puras. Para a
multiplicagdo de indculos dos isolados obtidos, foram preparadas culturas com idade de sete dias
em meio BDA e em seguida, fragmentos de micélio retirados da periferia das col6nias foram
transferidos para meio liquido de glicose e extrato de levedura (Mills, Sreenivasaprasad € Brown,
1994), em frascos conicos de 250ml que permaneceram incubados 4 25°C sob agitag¢d@o, no escuro,
por mais 7 dias. O micélio produzido foi ento coletado & vacuo e moido em nitogénio liquido.

O DNA gendmico foi extraido de 200mg (peso fresco) de micélio por trituragio
manual em almofariz e pistilo de porcelana, utilizando o protocolo de extragio de Doyle and
Doyle (1987), modificado pela adi¢do de 1% de 2- mercaptoethanol. A concentracdo de DNA foi

determinada em fluorémetro Hoefer Scientific Modelo TKO 100.



81

2.2 Analise RAPD

Vinte e cinco primers de 10 bases, da marca Operon (Ay; As; As; A7, Ag; A Ass;
A7, Ajs; Bor, Boa, Bs; Bs;, Bg, Csi;, Co, Dy, Dus;, G, Exo;, Fis; Fs; Gs, Gs; G2.) foram obtidos
comercialmente. Cada rea¢do de 10ul foi preparada com a seguinte constitui¢io: agua pura, 2ul
de tampio 5X (Santos et al., 1994), DNTPs (100uM cada), Taq polimerase (0,6 unidades), 2ul de
Primer (0,4uM) e 2ul de DNA (10ng/ul)

As amplificagGes foram processadas em tubo ependorf de 0,2ml usando termo-
ciclador Perkim Elmer. O programa constou de uma temperatura inicial de 94°C por 5 minutos; 45
ciclos de amplificagSes a 94°C por 15 segundos; 36°C por 30 segundos; 72°C por 1 minuto. Apés
os 45 ciclos foi incluido um programa de extensio a 72°C por 5 minutos com a finalidade de
assegurar que todos produtos fossem completamente amplificados. Os produtos de RAPD foram
separados por eletroforese em gel de agarose 1% e posteriormente corados com Brometo de
etidio (0,5 pg/ml) por 30 minutos. Os geis foram fotografados sob luz ultravioleta e avaliados
quanto a ocorréncia de bandas monomorficas e polimorficas entre os genotipos dos fungos.
Considerando as bandas polimérficas foi estimada a distancia genética entre os pares de genotipos.
Para isso, foi atribuido o valor 1 para a presenca de uma dada banda em um genotipo e zero, para

sua auséncia em outro gen6tipo. A distdncia genética foi estimada através da seguinte expressao:

dij= m/n

Onde: dij ¢ a disténcia genética entre os gendtipos i e j; m é o nimero de bandas polimérficas entre
0s genotiposi e j, isto €, 0,1 e 1,0; n é o nimero total de bandas polimoérficas envolvendo todos os

genotipos.
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2.3 Patogenicidade dos isolados

A patogenicidade dos quatro isolados foi avaliada através da inoculagio por
pulverizagio da suspensdo do inoculo constituida de conidios, em plantas de algodoeiro, var. IAC-
20, em casa de vegetagdo. As plantas foram cultivadas em vasos de plastico, de 15cm de didmetro,
contendo uma mistura de terra e areia na propor¢io 2:1 esterilizada com brometo de metila.

Para o preparo da suspensio de esporos, foram adicionados 10ml de 4gua destilada
esterilizada, a cada placa dé Petri contendo a cultura dos fungos, com idade de 7 dias, obtida por
incuba¢do & 20°C sob NUV., com fotoperiodo de 12h. Um pincel fino foi aplicado suavemente
sobre a superficie das coldnias a fim de facilitar a liberagdo dos conidios. Essas suspensdes foram
filtradas através de duas camadas de gase esterilizado e suas concentragdes ajustadas para 1x10°
conidios/ml, por contagens em cimara de contagem de Neubauer e subsequente diluicdes com
agua destilada esterilizada.

A pulverizagio foi realizada quando as plantas tinham 30 dias de idade, ao fina! da
tarde, utilizando-se um atomizador De Vilbiss modelo 15, procurando atingir principalmente a
parte apical da planta.

Ap0s a inoculagdo as plantas permaneceram em cimara umida, proporcionada por
uma cobertura plastica, por 48 horas.

A avaliagdo foi efetuada 25 dias apés a inoculagdo, através de sintomas visuais

tipicos da ramulose.



3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Analise RAPD

As reagdes de amplificagdo com os vinte e cinco primers geraram cento e nove
bandas de DNA polimorficas e trinta e quatro monomorficas (Figura 1 e Tabela 1). As bandas
foram identificadas com letras do alfabeto. No caso do primer Al por exemplo, foram observadas
cinco bandas polimérficas e identificadas de "a" até "e". Seguindo-se a ordem alfabética, a banda
“a" corresponde ao maior fragmento de DNA e a "e", ao fragmento mais curto.

Os padrdes de bandas obtidos de DNA, similarmente a um codigo, permitem a
identificagio de cada individuo. Pode-se observar pela Tabela 1, que a maioria dos primers
testados geraram bandas exclusivas dos diferentes genotipos, as quais podem ser usadas para
caracterizagdo e identificacdo dos mesmos. Dos vinte e cinco primers testados, dez (A;; As; As,
Asz; Ayo; By; Co; Dg; Gs e Gy.) foram capazes de diferenciar 3 isolados de C.gossypii (1,2 e 3) eum
de C.gossypii var. cephalosporioides (isolado 4), demonstrando a eficiéncia de marcadores RAPD
na genética dos fungos, a exemplo de outros autores, (Foster et al., 1993; Henson e French, 1993;
Willians et al., 1990). Os demais primers, com excegdo do Ays, o qual n3o conseguiu detectar
qualquer diferenga entre os isolados, detectaram certa variabilidade existente dentro de C.gossypii,
0 que indica a possibilidade do uso dessa técnica na identificagdo de ragas neste caso. Esses

resultados reforcam o sucesso que outros autores, (Grajal - Martin, Simon e Muehlbauer 1993;
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FIGURA 1. Gel de agarose mostrando padrio dos produtos amplificados obtidos com os primers
A4 e A7 da marca Operon (da esquerda para a direita) (1). (2). (3) C. gossypii e (4)
C. gossypii var. cephalosporioides, UFLA - MG - 1995,
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Guthrie et al, 1993; Chowrurst et al, 1991; Vilarinhos et al., 1995) tém conseguido na
identificacdo de ragas de diferentes fungos patogénicos.

Os produtos de amplificagdo polimoérficos produziram um padrdo caracteristico
para a distdncia genética entre eles (Tabela 1). De acordo com as distincias genéticas entre os
pares dos genotipos analisados, os isolados 1 e 2 de C.gossypii foram os que apresentaram maior
similaridade (d= 24%), seguido dos isolados 2 e 3 (d =28%) e 1 e 3 (d= 32%). Esses resultados
discordam dos encontrados por Dudienas, 1990; Tanaka, Menten e Machado, 1995, os quais
afirmam ser possivel a identificagio e diferenciagio de C. gossypii e C. gossypii var.
cephalosporioides pela anlise morfologica, uma vez que o isolado 3 tinha sido classificado
anteriormente, pelos método “Blotter Test”, como C. gossypii var cephalosporioides. Por outro
lado, os isolados de C.gossypii (1,2 e 3) apresentaram alta dissimiralidade genética em relagio ao
isolado de C.gossypii var. cephalosporioides (1 ¢ 4 = 80%; 2e4=76%;3 ed=77%).

Desta forma, pode ser observado pelo dendograma (Figura 2), que os isolados
foram agrupados em 2 grupos distintos, sendo que o primeiro grupo, composto dos isolados 1,2 e
3, apresentam baixa dissimilaridade genética entre eles. O segundo grupo ficou constituido apenas
pelo isolado 4, o qual é o mais distinto deles, com distincias genéticas variando de 76 a 80% em
relagdo aos demais.

Esses resultados, demonstram que a técnica RAPD pode ser de grande utilidade
para a identificagdo e diferenciagio de importantes fungos patogénicos, a exemplo de C.gossypii e

C.gossypii var. cephalosporioides.
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FIGURA 2. Dendograma revelando as distancias genéticas entre quatro isolados de C. gossypii,
baseadas em marcadores RAPD. UFLA, MG, 1995. Isolados 1 - C. gossypii; 2 -
C.gossypii; 3 - C.gossypiie 4 - C, gossypii var. cephalosporioides.

3.2 Patogenicidade dos isolados em plantas de algodio

Dos quatro isolados comparados, apenas o isolado niimero quatro apresentou
sintomas caracteristicos da ramulose em plantas de algodoeiro, o que confirmou os resultados
obtidos com a anilise de RAPD. O isolado trés inicialmente considerado como Colletotrichum
gossypii var cephalosporioides pelo habito de crescimento sobre as sementes de algodoeiro, teve
sua identidade revelada como. C 8ossypii, agente causal da antracnose. Os sintomas da ramulose

consistiram de pequenas lesbes necroticas no limbo foliar, nervuras e ao longo do peciolo. Em



88

estagios mais avangados, essas lesdes provocaram deformagéo e/ou queda das folhas, atingindo a

parte apical, levando a um superbrotamento das plantas.

Os demais isolados (1,2 e 3), néio apresentaram sintomas caracteristicos nas plantas

adultas de algodoeiro.



4 CONCLUSAO

- A utilizag8o de marcadores moleculares RAPD permitiu a diferenciacio dos fungos patogénicos

C. gossypii e C. gossypii var. cephalosporioides.
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Capitulo 3

RESUMO

VIEIRA, Maria das Gragas Guimardes Carvalho. Use de isoenzimas para diferenciacio de
Colletotrichum gossypii South e C.gossypii South var. cephalosporioides Costa & Fraga

Jr. isolados em sementes de algoddo. Lavras: UFLA, 1996. (Tese-Doutorado em Fitotecnia).”

Para diferenciar os fungos Colletotrichum gossypii e C. gossypii var,
cephalosporioides, anlises de isoenzimas foram efetuadas a partir de isolados em cultura pura dos
dois fungos. Andlise isoenzimatica foi efetuada em eletroforese monodimensional de gel
poliacrilamida (1D-PAGE) a 7,5% (gel de separagio) e a 3,5% (gel de concentragdo), utilizando
Tris-Glicina pH 8,9 como sistema-tampao gel/eletrodo. Dentre os cinco sistemas enzimaticos
testados, os perfis de esterase, fosfatase acida e peroxidase permitiram distinguir os isolados C.
gossypii do C.gossypii var. cephalosporioides. Os ensaios de patogenicidade comprovaram os
resultados obtidos concluindo-se que a utilizagio de padrdes eletroforéticos empregando

marcadores bioquimicos pode ser uma ferramenta util na diferenciagdo dos dois fungos.

Abreviaturas: 1D-PAGE- Eletroforese monodimensional em gel poliacrilamida

"Orientador: Prof, Dr. José da Cruz Machado. Membros da banca: Prof. Dr. Jodo Bosco dos Santos; Prof. Dr.
Rubens Sader; Prof. Dr. Roberto Ferreira da Silva e Prof. Dr. Mario Sobral de Abreu.



SUMMARY

Differentiation of Colletotrichum gossypii south e C. gossypii South var. cephalosporioides

Costa & Fraga Jr. by isoenzymes in cotton seeds

The differentiation of Colletotrichum gossypii e C. gossypii var. cephalosporioides
by electrophoretic analysis using isoenzymes was investigated in pure culture. The isoenzyme
analysis was performed in electrophoresis 1D-PAGE at 7.5% (separating gel) and at 3.5%
(concentrating gel), using Tris-Glycine pH 8.9 as standard buffer in the gel-electrode system. Out
of the five isoenzymes systems tested, the profiles of esterase, phosphatase acid and peroxidase
were able to distinguish the isolates of both Collefotrichum in the present work. The results of the
pathogenicity and electrophoresis assays were correlated which makes this technique as a

promissing tool to be used to differentiate both pathogens.



1 INTRODUCAO

Grande importancia tem sido dada a detecdo e identifica¢do de fungos patogénicos
de plantas, em fungdo da necessidade de se utilizarem materiais propagativos livres de agentes
infecciosos, de conferir protecdo as areas de cultivo agricola e da preocupagio em se reduzir o uso
de defensivos quimicos na agricultura.

A semente € o insumo biolégico utilizado universalmente na pratica de propagagio
de plantas da maior parte das espécies cultivadas pelo homem, e sobre o qual recaem todos os
fatores de produgdo, condicionando o sucesso ou o fracasso da atividade agricola correspondente.
O aspecto sanitario, segundo Machado (1994), assume real importéncia, uma vez que a associagio
patogenos/semente, apesar de poder ser avaliada sob diferentes prismas, sempre culmina com a
dimensdo econdmica que cada tipo de interacio determina. Vale ressaltar que prejuizos
decorrentes dessa associagio ndo se restringem apenas a perdas imediatas de populagio de plantas
no campo, mas abrangem também uma série de outras implica¢Ses, que podem levar a danos
incalculaveis todo o sistema agricola, tais como introdugdo de patogenos em novas ireas efou
mesmo inviabiliza¢do de areas nobres e tradicionais de cultivo.

Do ponto de vista sanitario, considera-se primordial o estabelecimento de padrdes
em programas de certificagio e de quarentena vegetal. Reconhece-se também que, o
estabelecimento de padrio de tolerincia para um dado patégeno em um hospedeiro ¢ tarefa das
mais complexas, sendo destacados por Machado (1994) quatorze aspectos que de forma direta ou

indireta devem ser considerados neste tipo de decisdo. Dentre os aspectos considerados, torna-se
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oportuno salientar a importancia econdmica do patogeno e o método de analise sanitaria em
sementes.

Com relagio ao aspecto econdmico, Machado (1994), relata como de grande
importancia para o Brasil na atualidade, para a cultura do algodoeiro, o patégeno Colletotrichum
gossypii South var. cephalosporioides Costa & Fraga Jr. Segundo Abrahdo e Costa (1949); Cia
(1977), Kimati (1980); Carvatho et al. (1984) os danos causados por este fungo sdo severos, com
redugdo de 20 a 30% na produgdo, podendo chegar em casos extremos a 85%. A importancia das
sementes na transmissio desse patogeno, é evidenciada pela constatagio da doenca em areas antes
isentas (Tanaka, 1990). Desta forma, considera-se de capital importancia a identificagdo segura
desse patdgeno quando em associagdo as sementes.

Os métodos convencionais de identificagdo de fungos, baseados em caracteristicas
morfolégicas, nem sempre oferecem a seguranga e precisio requeridos, uma vez que,
caracteristicas como pigmentagéo de micélio, formagio, forma, tamanho de conidios sio instaveis
e altamente dependentes da composigdo dos meios, condi¢des de ambiente e da propria variagio
do patdgeno. A variagdo fenotipica ¢ abundante e muita habilidade & requerida para distinguir
entre espécies intimamente relacionadas e para reconhecer variagbes dentro de espécies.

No caso especifico de sementes de algodo, a identifica¢do diferenciada dos fungos
C. gossypii South, causador da antracnose e C.gossypii South var. cephalosporioides Costa &
Fraga Jr., agente causal da ramulose, é necessaria, uma vez que, sementes portadoras desse tltimo

patdgeno ndo devem ser recomendadas para plantio, conforme padres propostos pela ABRATES

(Machado’, comunicaggo pessoal).

: Machado, José da Cruz, Professor Titular do Departamento de Fitossanidade da UFLA.
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A exemplo do que ocorre com a maioria dos fungos, a identificacio de C. gossypii
é baseada em caracteristicas morfologicas que ndo tém se mostrado sensiveis para diferenciagdo
precisa desse fungo e sua forma variante Colletotrichum gossypii var. cephalosporioides. Em
virtude disso, a utilizagdo de marcadores bioquimicos (proteinas e de isoenzimas) e moleculares
(RAPD) podem constituir métodos seguros e viaveis, visto que os mesmos tém se mostrado
seguros para apontar variagdes mesmo ao nivel de ragas fisiologicas e patogénicas de iniimeros
tipos de fungos (Foster et al., 1993; Grajal-Martin, Simon e Muehlbauer, 1993).

Nesta diredo, os estudos tém avangado rapidamente, podendo ser destacados os
trabalhos de Brommonschenkel, Alfenas et al. (1987); Nwaga, Lenormand e Citharel (1990) com
espécies de Phytophtora, Moreira (1989) com espécies de Cylindrocladium; Kimura e Dianese
(1983) com Xanthomonas campestris; Alfenas, Jeng e Hubbes (1984) com Cryhoectria cubensis,
Alfenas, Jeng e Hubbes, 1984 com espécies de fungos; Keller (1992) com Swuillus isolados de
Pinus cembra L. Pujol et al., (1993) com Candida albicans, Ferreira, Bosland e Williams (1991)
com Pyrenochaeta terrestris isolado de cebola; Bonde et al. (1991) com espécies de Seproria
associadas a citrus na Australia e Estados Unidos; Tuskan, Walla e Leendquist (1990) com
isoladas de Peridermium de diferentes hospedeiros e localizagdo geografica; Cruickshank (1987)
com espécies de Penicillium. Com relagio ao tipo e nimero de isoenzimas utilizados nestes
estudos, nota-se que hé uma variagio acentuada. Por exemplo, para identificacdio de espécies de
Fusarium segundo Kerssies et al. (1994), a maioia das pesquisas tem sido desenvolvidas com
esterases ndo especificas e polygalacturonase. Ainda sob este aspecto, o referido autor cita
trabalhos de Meyer et al.; Meyer e Renard; Drysale e Bratt; Matsuyama e Wakimoto; Szecsi et al.;
Ho et al.; Strand et al.; Scala et al.; Kerssies et al., que trabalhando com o e - D-galactosidase, o
- esterase, B- D glucosidase, leucina amino peptidase, liase, peroxidase, glutamato oxaloacetato

transmitase e poligalacturonase pode ser possivel distinguir Fusarium oxysporum f. sp. dianthi de
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Fusarium oxysporum nio patogénico e de Fusarium redolens f. sp. dianthi;, por outro lado, Some

e Tivoli, (1993) trabalhando com 3 espécies de Fusarium e 5 variedades de Fusarium roseum
comentam que de vinte isoenzimas analisadas apenas trés ou quatro puderam ser usadas na

identificagdo.

B

- ;_ o *" Andlises de isoenzimas também tém sido usadas com sucesso para detectar fungos
em tecidos de plantas, sendo exemplos os trabalhos de Dewit et al. ; Hepper et al. (1986, 1988a,
b) citados por Kerssies et al. (1994).

Por ser um método relativamente simples, barato quando considerados os prejuizos
causados em decorréncia da sua ndo utilizagdo, além de possibilitar a analise de varios locos
simultaneamente o que permite a diferenciagio de organismos intimamente ligados e ainda o fato
de constituir-se de um produto direto da agio génica, tornando-se portanto mais confiavel que
outros métodos baseados na avaliagio de caracteristicas morfologicas, € que se acredita que o uso
de marcadores bioquimicos pode ser uma das alternativas mais promissoras para identificago e
deteccdo de fungos voltados principalmente para programas de produgdo de sementes de alta
qualidade.

A presente pesquisa objetivou portanto, diferenciar os fungos C.gossypii South e
C.gossypii South var. cephalosporioides Costa & Fragra Jr. pela analise de isoenzimas utilizando-

se neste estagio de estudo isolados em cultivo axénico.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Obtencdo e identificagcio morfoldgica dos fungos

Quatro isolados de Colletotrichum gossypii e Colletotrichum gossypii var.
cephalosporioides, oriundos de sementes de algodio foram obtidos em cultura pura por
transferéncia direta através do teste de Incubagdo em papel de filtro ("blotter test"). Estruturas de
ambos fungos foram transferidos assepticamente de sementes com auxilo de um
estereiomicroscopio, em capela de fluxo laminar, para meio BDA. A incubacio ocorreu a
temperatura média de 21°C com fotoperiodo de 12h, durante 8§ dias. A distingdo entre os dois
Colletotrichum foi baseada em caracteristica escrita por Tanaka, Menten, Machado, (1995), que
consideram o habito de crescimento dos fungos sobre as sementes e o tipo de frutificagdo

apresentado por ambos nestas circunstincias.

2.2 Anidlise de isoenzimas de isolados de C.gossypii South e C.gossypii South, var.

cephalosporioides Costa & Fraga Jr.

Inicialmente foi obtida a cultura pura dos fungos com 7 dias de idade, em BDA, i
20°C sob 12 horas de luz negra. Posteriormente, discos de micélio com 5 mm de didmetro, foram

transferidos para meio liquido de glicose e extrato de levedura em erlemmyers de 250 ml sob
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agita¢do controlada em Shaker Orbital, a uma temperatura média de 25°C, durante 8 dias. (Mills,
Sreenivasaprasad e Brown, 1994).

A curva de crescimento micelial dos isolados, cultivados em meio liquido foi
determinada de acordo com o procedimento descrito por Alfenas et al. (1991). Apos o periodo de
incubagdo, o micélio foi coletado a vacuo e lavado com solugdo de PBS. A concentragio de
proteinas foi determinada de acordo com o procedimento de Bradford (1976).

As proteinas foram extraidas de 200 mg (peso fresco) de micélio por trituragio
manual, em almofariz e pistilo de porcelana, previamente mantidos sob gelo. A ressuspensio do
material triturado foi feita em 1,5 ml de tampdo Tris-HCI 0,05M, pH 6.8. Apos a ressuspensio, o

material foi centrifugado a 14.000 rpm por 15 minutos. Vinte ul do sobrenadante foram pipetados
e misturados em vinte ul de tampdo da amostra (Glicerol, Tris-HCl 0.6 M pH 6.8 ¢ Azul de
Bromofenol).

A eletroforese foi realizada em sistema de géis de poliacrilamida a 7,5% (gel de
separagdo) e a 3,5% (gel de concentragiio), de acordo com procedimento descrito por Alfenas et
al. (1991). O sistema-tampio gel/eletrodo utilizado foi Tris-Glicina pH 8.9. Cada gel recebeu 20
ul do extrato da amostra. A migrac¢do foi efetuada durante 3 horas a 4°C e 12 mA.

ApoOs migragdo, os géis foram corados para detecgdo da atividade das enzimas
alcool desidrogenase (ADH), esterase (EST), fosfatase acida (ACP), malato desigrogenase

(MDH) e peroxidase (PO), conforme metodologia de Alfenas et al. (1991).

2.3 Verificacio da patogenicidade dos isolados

Para a verificagdo da patogenicidade dos 4 isolados em estudo (2 de C.gossypi e 2

de C. gossypii var cephalosporioides) procedeu-se a pulverizagdo de suspensio do indculo em
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plantas de algodao, cultivar IAC-20, com 30 dias de idade. A inoculagio foi realizada no final da
tarde, através de pulverizador manual, procurando-se atingir principalmente a parte apical da
planta. Apés a inoculagdo, as plantas colocadas em casa de vegetacgio telada permaneceram em
cdmara umida proporcionada por uma cobertura plastica por 42 horas. A avaliacio foi efetuada 25
dias apos a inoculagdo, observando-se sintomas visuais tipicos da ramulose, conforme descrito por
Tanaka, Menten e Machado (1995).

As suspensdes de conidios utilizados nos testes de incubagdo foram preparadas
adicionando-se 5 ml de agua destilada e esterilizada a cada placa de Petri (@ 9cm) contendo as
culturas fungicas . Com auxilio de um pincel fino passado sobre a superficie das colénias
promoveu-se a liberagdo dos conidios em agua. As suspensSes foram filtradas através de 2
camadas de gaze esterilizada e suas concentragdes ajustadas para 1x10° conidios/ml, através de

contagem em cimara de contagem de Neubauer.



3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Identificacio e patogenicidade Colletotrichum gossypii e Colletotrichum gossypii var.

cephalosporioides em plantas de algodio

Apesar da possibilidade de identificagdo de Colletotrichum gossypii e
Colletotrichum gossypii var. cephalosporioides pelo habito de crescimento e caracteristicas
morfoldgicas, conforme descrigio de Tanaka et al. (1995), constata-se que o método apresenta
dificuldades para o analista na avaliagio das sementes ao microscopio. Trata-se de uma operagio
que quase sempre requer exames microscopicos adicionais sob alta resolugio. Este fato faz com
que o método perca em viabilidade para uso mais extensivo em rotina de laboratério ou precisio
para programas de certificagdo e a nivel de quarentena vegetal. Dos isolados dos quais dois tinham
sido identificados como Colletotrichum gossypii e dois como Colletotrichum. gossypii var.
cephalosporioides, somente o CGC-191, apresentou sintomatologia tipica da ramulose nas
plantas de algodoeiro inoculadas. Os demais isolados (HT-CGC, HT-CG e CG-189) ndo
apresentaram rea¢0es nas plantas inoculadas, indicando tratarem-se de agentes causais da
antracnose.

Os sintomas iniciais da doenga causados pelo isolado CGC-191 comegaram a se
manifestar alguns dias apés a inoculagéio, na forma de pequenas lesdes necroticas no limbo foliar,
nervuras e ao longo do peciolo. Essas lesdes, com o tempo, provocaram enrugamento,

deformagdes ou queda das folhas, e em consequéncia a parte apical foi atingida levando ao
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superbrotamento das plantas. E valido lembrar que embora a distingdo entre Colletotrichum
gossypii e Colletotrichum gossypii var. cephalosporioides possa ser realizada com segurangca,
atraves de testes de patogenicidade artificiais, estes demandam entretanto um longo periodo e um

maior espaco fisico para sua execucdo.

3.2 Analise de isoenzimas

Dentre as enzimas estudadas, apenas alcool desidrogenase (ADH) nio apresentou
atividade. Por sua vez as enzimas esterase (EST), fosfatase acida (ACP), malato desidrogenase
(MDH) e peroxidase (PO) apresentaram atividade, sendo portanto, utilizadas para analisar os
isolados de ambos Colletotrichum. Com excegdo da enzima peroxidase, as demais apresentaram-
se polimorficas (Figura 1). As bandas foram identificadas com letras do alfabeto. Por exemplo, no
caso da esterase, foram observadas quatro bandas polimorficas para o isolado 1 (CGC-191) e
identificadas de a até /. Seguindo a ordem alfabética, a banda a corresponde ao maior polipeptideo
e a banda d ao menor, sendo que a banda ¢ apresentou maior atividade. Os resultados mostraram
(Figura 1), que os quatro isolados ndo foram distinguiveis pelos perfis de malato desidrogenase
(MDH). Esses resultados assemelham-se aos encontrados por Bromoonschenkel et al. (1987),
para esse mesmo tipo de estudo, porém com P. infestans. Outros trabalhos realizados por Some ¢
Tivoli (1983), revelaram também que nem todas as isoenzimas utilizadas, no estudo de espécies e
variedades de Fusarium demonstraram atividade, apenas trés ou quatro puderam ser usadas na
identificagdo dos fungos estudados.

Em relagdo aos perfis de esterase e fosfatase acida, apesar de baixa atividade, nota-
se que foi possivel distinguir os dois Colletotrichum (C.gossypii e C. gossypii var.

cephalosporioides). Esses resultados coincidem em parte, com os de Kimura e Dianese (1983) e
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com os de El-Sharkawy e Huising (1971) citados por Kimura e Dianese (1983) os quais também
detectaram baixa atividade de fosfatase acida em seus estudos sobre espécies de Xanthomanas.
Observa que no perfil de esterase (Figura. 1), as bandas ¢ e d encontram-se ausentes nos isolados
2 (HT-CG), 3 (HT-CGC) e 4 (CG-189), apesar do isolado 3 (HT-CGC) ter sido identificado pelo
método "Blotter Test", como C.gossypii var. cephalosporioides, o que discorda de resultados
encontrados por Dudienas (1990) e Tanaka, Menten e Machado (1995) os quais defendem a
possibilidade de diferenciagio dos 2 fungos pela analise de caracteristicas morfologicas. Apesar do
isolado 3 (HT-CGC) nio ter apresentado perfil idéntico em atividade de esterase aos isolados 2
(HT-CG) e 4 (CG-189), ele difere totalmente do isolado 1 (CGC-191). Como para fosfatase acida
os isolados 2 (HT-CG), 3 (HT-CGC) e 4 (CG-189), apresentam atividade semelhante, uma
pequena variagdo no perfil de esterase nos trés isolados pode indicar certa variabilidade genética
entre C.gossypii.

Apesar de os quatro isolados apresentarem atividade nas regides das bandasa e b, a
banda b apresentou uma maior atividade para o isolado 1 (CGC-191) em relagdo aos demais, e as
bandas c e d foram exclusivas do isolado 1. No perfil de peroxidase apenas o isolado 1 apresentou
atividade. De qualquer forma, as bandas c, para os perfis de esterase e fosfatase 4cida e a banda a
para peroxidase apresentaram forte atividade, ndo deixando duvidas quanto a diferenciagdo desses
organismos. Além disso, houve coincidéncia entre os perfis de esterase, fosfatase acida e
peroxidase com as encontradas por Vieira, Machado e Santos (1996) (dados ndo publicados) por

RAPD e os resultados do teste de patogenicidade em plantas de algodoeiro.
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FIGURA 1. Representagdo grafica das atividades enzimaticas reveladas em géis de poliacrilamida

a 7,5%, para os isolados de Colletotrichum gossypii South e C. g south var.
cephalosporioides Costa & Fraga. 1. CGC-191; 2. HT-CG; 3. HT-CGC e 4. CG-

189, UFLA, 1995



4 CONCLUSAO

- Padrdes eletroforéticos das isoenzimas esterase, fosfatase acida e peroxidase permitiram

diferenciar os fungos patogénicos Colletotrichum gossypii e Colletorichum gossypii var.

cephalosporioides.
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CONSIDERACOES GERAIS

Os trabalhos constantes deste estudo fazem parte de uma linha de pesquisa, onde o
objetivo central é o desenvolvimento de testes seguros, rapidos e de facil aprendizagem, de
maneira que possam ser utilizados em todos os segmentos do sistema de produgdo de sementes
visando ao estabelecimento de esquemas de controle de qualidade de alto nivel para as principais
culturas no pais.

A medida que a agricultura se moderniza em todo o mundo em consequéncia da
crescente demanda de alimentos, percebe-se que o nivel de conhecimento existente sobre
metodologias de controle de qualidade do insumo semente ¢ ainda insuficiente e relativamente
pouco investigado no ambito da Biotecnologia.

Na primeira etapa da referida linha de pesquisa, compreendida neste trabalho por
3 capitulos foi possivel constatar a grande possibilidade de se utilizarem marcadores moleculares
para avaliar o nivel de deteriora¢io e da qualidade sanitiria de sementes de algodoeiro.
Preliminarmente a este estudo, protocolos de extragdo € execugdo dos testes foram
exaustivamente trabalhados, tendo sido ajustadas e adaptadas metodologias que para sementes de
algodoeiro sdo praticamente inexistentes.

O primeiro capitulo deste trabalho enfoca um dos pontos cruciais de controle de
qualidade em programas de sementes, através do emprego de tecnicas eletroforéticas em que se
busca identificar variagdes nos padrdes de isoenzimas e proteinas correlacionando-as com o nivel

de deterioragio. Em uma primeira tentativa, procurou-se correlacionar variagdes nos padrdes
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eletroforéticos de proteinas totais e soluveis de sementes de algodoeiro em interagdo com duas
espécies de Aspergillus, A.glaucus e A. flavus, tendo em vista a importancia que estes fungos
exercem no processo deteriorativo de sementes. O processo de deterioragio foi simulado através
do envelhecimento artificial em diferentes periodos de tempo, das sementes anteriormente
submetidas a desinfestago e ndo inoculagio e inoculagio com as duas espécies de Aspergillus em
separado. Apesar de terem sido detectadas diferencas nos padroes eletroforéticos nestas
condi¢Ges, € recomendavel que se leve em consideragio neste tipo de estudo a utilizagio de
sementes naturalmente envelhecidas em diferentes estagios. Ao lado de corridas eletroforéticas,
considera-se imprescindivel a realizagio de testes de sanidade e de testes determinantes da
qualidade fisiologica. Acredita-se ser valido também continuar trabalhando com sementes secas,
posto que € importante identificar algum tipo de marcador que detecte nivel de deterioragio em
sementes nesta condigdo, visto que o processo de controle de qualidade na empresa modema visa
sempre 4 precisio e economia de tempo. Atras do mesmo objetivo foram testadas no presente
estudo atividades de 12 enzimas que foram selecionadas em fungdo de sua participagio no
desenvolvimento de processos metabolicos que ocorrem a medida que as sementes deterioram.
Neste sentido,por exemplo a escolha de malato desidrogenase se deu pelo fato de ser essa enzima
importante na respiragio celular, e portanto apresentar grande possibilidade como marcador
molecular neste processo. Outra enzima considerada e que apresenta grande possibilidade como
marcador € a peroxidase por tratar-se de enzima "scavenger", estando a mesma intimamente
ligada ao processo de peroxidagdo de lipidios, e a consequente desestrutura¢do de membranas a
nivel celular e organelas, pelo efeito de radicais livres, uma das teorias mais bem aceitas no
processo de deterioragio biologica. Também foram escolhidas enzimas que atuam sobre
fosfolipidios de membrana com posterior liberagdo de 4cidos graxos, os quais também reforgariam

a teoria acima mencionada. Qutras enzimas foram trabalhadas a exemplo daquelas envolvidas em
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metabolismo de fosfatos, em degradagio por hidrolise, etc, na tentativa de se associarem aumento
ou perda de atividade e germinabilidade. Resultados promissores foram encontrados nesta
investigacdo e parece que o uso de isoenzimas é um valioso marcador bioquimico a ser usado em
programas de controle de qualidade de sementes. E importante no entanto,que se tenha cautela na
escolha das isoenzimas adequadas. Observou-se por exemplo, no presente trabalho que fosfatase
acida , catecol oxidase, hexoquinase, enzima malica e esterase apresentaram atividade para os dois
fungos estudados. Dessa forma percebe-se que tais isoenzimas devem ser evitadas em programas
de identificagio de cultivares, uma vez que elas podem ter os resultados de seus zimogramas
alterados em fungdo da presenca dos microorganismos. Por outro lado, as enzimas malica e
esterase por detectarem diferengas entre os dois organismos, tornam-se potencialmente
importantes em trabalhos que envolvam diferenciagdo de organismos com caracteristicas
morfolégicas proximas.

Dentre o grupo de isoenzimas que mantiveram seus padrdes inalterados, portanto
mais indicadas em trabalhos de identifica¢do de cultivares, destacam-se a glutamato desidrogenase
€ a glutamato oxaloacetato transminase. Por sua vez as enzimas fosfatase acida, malato
desidrogenase, esterase, enzima malica, catecol oxidase, 6-fosfogluconato desidrogenase,
hexoquinase, peroxidase e fosfoglucose isomerase tiveram seus padrées eletroforéticos alterados
em fungdo do envelhecimento artificial, isto faz com que sua utilizagdo em processos de
identificacio de cultivares seja questionavel, devendo ser melhor investigadas nesta diregfo.
Embora algumas das isoenzimas tenham demonstrado variagdes em seus padrdes eletroforéticos
neste estudo, sua atividade ndo retratou a condi¢do de deterioragdo, alvo de avaliagdo da pesquisa.
As enzimas que se apresentaram mais promissoras em detectar niveis de deterioragdo foram:
glutamato desidrogenase, malato desidrogenase, fosfatase icida, enzima malica, peroxidase, 6-

fosfogluconato desidrogenase. Vale ressaltar que a excecdo da fosfatase acida que é uma
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hidrolase, as demais sio oxiredutases. Recomenda-se portanto, em trabalhos similares estudar
enzimas mais especificas, bem como seu comportamento sob condigdes de armazenamento
natural. Por fim, desde que a hexoquinase apresenta bandas acromaticas para atividade fiingica,
essa enzima pode ser um valioso indicador sobre a presen¢a de microorganismos em associagio
com as sementes. Esta possibilidade do ponto de vista de controle de qualidade, pode ser de
grande utilidade a uma empresa principalmente por possibilitar um diagnostico precoce deste tipo
de causa deteriorativa.

Em relagio aos estudos sobre a identificagio e diferenciagio dos fungos
Colletotrichum gossypii e Colletotrichum gossypii var. cephalosporioides (capitulos 2 e 3) ambos
patogénicos ao algodoeiro, e transmitidos via sementes, os resultados revelaram que o uso de
marcadores moleculares RAPD e isoenzimas constituem-se em uma das mais promissoras
maneiras de se desenvolverem testes de maior precisdo e de facil execugdo a nivel de rotina em
laboratérios, para tais finalidades. Com base nestes trabalhos os estudos encontram-se em
continuidade, caminhando-se a partir deste estagio para a fase de desenvolvimento de sondas
visando i detec¢do do agente causal da ramulose, via PCR e isoenzimas especificas, em extrato
cru de sementes. O alvo final deste projeto ¢ o desenvolvimento de "Kits" para a detec¢do segura,
rapida e de facil acesso, dos principais fungos de espécies de importancia agricola, cuja
identificacdo por métodos convencionais é ainda imprecisa.

Em ultima anélise fica evidenciado que o uso de métodos de avaliagio da
qualidade de sementes, de modo geral, que empregam principios da biotecnologia, constituem,
nido somente para a cultura do algodoeiro como para as demais que sdo propagadas por sementes,
um avango dos mais expressivos, podendo contribuir decisivamente para a melhoria da qualidade
das sementes, tanto do ponto de vista fisiologico como de diagnose precoce de patogenos

importantes cuja identifica¢io e detecgdo em laboratério é ainda um desafio.



APENDICES
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