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RESUMO

Com o uso da técnica de plantio direto, os campos de producdo de sementes
estdo sujeitos a ataques de fungos com maior facilidade. O género
Stenocarpella sp., composto por duas espécies, S. maydis e S. macrospora,
causador da podriddo branca da espiga, podriddo do colmo, e de manchas
foliares pode sobreviver em restos culturais, causando perdas significativas
na cultura do milho. O método usado para verificar a presencga desse fungo
em sementes ¢ lento, trabalhos, cabendo ao setor de controle de qualidade
oferece seguranca na comercializagdo de sementes. Objetivou-se nesta
pesquisa verificar o desempenho de sementes de gendtipos de milho
infectadas pelo complexo Stenocarpella e potencial de detecgdo dos
patogenos por meio de espectroscopia no infravermelho proximo. O trabalho
foi realizado no Laboratdrio Central de Andlise de Sementes do
Departamento de Agricultura e no Laboratorio de Patologia de Sementes do
Departamento de Fitopatologia, da Universidade Federal de Lavras (UFLA).
Foram utilizadas sementes de milho de um gendtipo suscetivel, e outro
tolerante ao fungo estudado, da safra 2013/2014, cedidas pela empresa Dow
Agrosciences. A colonia fingica foi desenvolvida em meio BDA+ manitol.
Ap0s o crescimento das coldnias, as sementes foram distribuidas sob o meio
por diferentes potenciais de indculo, (0, 24, 48, e 72 horas). A determinagio
da qualidade fisioldgica das sementes foi realizada pelos testes de
germinagdo, primeira contagem de germinagdo, emergéncia, indice de
velocidade de emergéncia e teste de frio. A qualidade sanitdria foi
determinada pelo “Blotter test” com congelamento. A presenga de
Stenocarpela sp. foi verificada através da Reagdo em Cadeia da Polimerase
(PCR) convencional, analise da isoenzima esterase (EST), e pelo teste de
sanidade, os resultados foram usados como referéncia para a andlise de
sementes por espectroscopia no infravermelho préximo (NIR). Para
estabelecimento do modelo de calibragao foi utilizado o método de regressio
por minimos quadrados parciais com analise discriminante (PLS - DA).
Pode-se concluir que com o aumento do tempo de exposi¢cdo das sementes
ao in6culo houve uma ligeira reducdo da qualidade fisiologica. A PCR ¢ um
método eficiente na detec¢do do fungo a nivel de género. A analise
isoenzimatica de esterase pode auxiliar na diferenciacdo de isolados de S.
maydis e S. macrospora, ¢ a técnica de espectroscopia no infravermelho
préoximo (NIR) junto ao método PLS-DA, mostra-se promissora na detec¢io
e diferenciagéo do fungo estudado.

Palavras-chave: Podriddo por Diplodia. Zea mays L.. NIR.



ABSTRACT

The tillage technique use, the seed production fields are inclined to fungal
attacks more easily. The gender Stenocarpella sp., is composed for two
species S. maydis and S. macrospora, causer of white ear rot, stalk rot and
leaf spot, they can survive in crop debris causing significant losses in corn.
The method used to verify the presence of this fungus in seeds is slow and
laborious, so the quality control industry is responsible to provide security in
the market of maize seeds. The objective of this research was to verify the
performance of maize genotypes seeds infected by the Stenocarpella
complex and the potential detection of the pathogens by spectroscopy in the
near infrared. The research was carried out at the Seed Analysis Laboratory
of the Agriculture Department and at the Seed Pathology Laboratory of the
Plant Pathology Department, at the Federal University of Lavras (UFLA).
Corn seeds were used of a susceptible genotype, and other tolerant to the
studied fungus from the harvest 2013/2014, provided by Dow Agrosciences
company. The fungal colony was developed on BDA + manitol media. After
growth of the colonies, the seeds were distributed in the medium by different
inoculum potential (0, 24, 48, and 72 hours). The determination of
physiological quality of seeds was performed by germination test, first
germination count, emergency, emergency speed index and cold test.

The sanitary quality was determined by "Blotter test" with freezing. The
Stenocarpela sp. presence detected by the Polymerase Chain Reaction
(PCR), analysis of the isoenzyme esterase (EST), and the sanity test, the
results were used as reference for the seed analysis by spectroscopy in the
near infrared (NIR). To establish the calibration model was used the
regression method by partial least squares with discriminant analysis (PLS -
DA). It can be concluded that with increasing time of the seed exposure to
the inoculum there was a slight reduction in the physiological quality. The
PCR is an efficient method for fungus detection to the gender level. The
isoenzyme esterase analysis can help in the isolates differentiation of S.
maydis and S. macrospora, and the spectroscopy technique in the near
infrared (NIR) with the PLS-DA method is promising for the detection and
differentiation of the studied fungus.

Keywords: Rot by Diplodia. Zea mays L.. NIR.
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1 INTRODUCAO

No cendrio agricola mundial, a cultura do milho tem grande importancia
pela sua extensao de areas cultivadas, usos e sua produgdo anual. De acordo com o
Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA), por meio da
Companhia Nacional de Abastecimento (Conab), para a safra de 2015, estima-se
algo em torno de 76.611,0 a 78.948,2 mil toneladas de milho produzidas,
(COMPANHIA NACIONAL DE ABASTECIMENTO - CONAB, 2014). Fatores
como o emprego na alimenta¢ao humana e animal, grandes areas cultivadas e prego
do produto, caracterizam o aumento da demanda de sementes hibridas de milho
com alta qualidade.

Nos ultimos anos houve aumento de lavouras implantadas sob o sistema de
plantio direto, que reduz as operagdes de preparo de solo aumentando ¢ mantendo a
umidade. Além de vantagens com relagio a manutencdo fisica do solo, esse aumento
da umidade predispde as plantas ao ataque de microrganismos, um dos fatores que
afetam diretamente a qualidade fisioldgica e sanitaria na produgdo de sementes, estas
que sdo o principal veiculo de transmissdo de patogenos. Dentre os microrganismos
causadores de fitopatologias destacam-se os fungos, que nfo sdo detectaveis
facilmente em sementes antes do plantio, o que facilita o veiculo de transmissdo por
sementes no estabelecimento da cultura.

Os fungos que geralmente colonizam sementes sdo divididos em fungos de
campo e de armazenamento. Os fungos de campo necessitam de uma alta umidade
relativa para crescerem, a exemplo do complexo Diplodia, nome comum dado aos
fungos causadores da podriddo do colmo e da podriddo branca da espiga. Os restos
culturais sao ideais para a sobrevivéncia do indculo, até a colonizag@o da planta. Duas
espécies de Stenocarpella, nome cientifico do complexo diplodia, podem causar a
doenca, sendo Stenocarpella maydis (Berk.) Sutton, causadora da podridao branca da
espiga, e Stenocarpella macrospora (Earle) Sutton, causadora da podriddo do colmo

e de manchas foliares (BRUNELLI et al., 2005).
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As doencas da espiga, como comumente sdo chamadas, causam danos
consideraveis na produgdo, principalmente em periodos com muitas chuvas, o
que reduz a qualidade das sementes e aumenta a presenga de toxinas prejudiciais
a saude humana e animal. Siqueira et al. (2014), estudando os efeitos de S.
maydis nos estadios iniciais de desenvolvimento de plantulas de milho e em
sementes concluiram que quanto maior o tempo de exposicdo das sementes a
coldnia fingica, maiores foram os efeitos negativos desses organismos, causando
reducdo no vigor das sementes, na velocidade de emergéncia das plantulas, no
estande final e no desenvolvimento inicial das plantulas de milho. Assim, a
presenca do complexo Stenocarpella sp. nas sementes tem grande importancia,
ndo somente devido aos danos econdmicos que acarreta, mas também pelo perigo
do consumo das sementes infectadas e seus derivados. Portanto, torna-se
necessario, o desenvolvimento de técnicas para detecgdo rapida e segura desses
patogenos, para agilizar a tomada de decisdes relacionadas ao destino e
distribuicdo geografica dos lotes de sementes.

Nesse caso, objetivou-se com esta pesquisa avaliar o desempenho de
sementes de genotipos de milho infectadas pelo complexo Stenocarpella e
potencial de deteccdo dos patdogenos por meio de espectroscopia no
infravermelho préximo junto ao método de regressdo por minimos quadrados
parciais com analise discriminante (PLS-DA), referenciada pelos resultados
obtidos nas técnicas de Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR), andlise da

isoenzima esterase (EST) e no teste de sanidade.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Stenocarpella sp. associado a sementes de milho

A sanidade das sementes de milho é um dos principais fatores que
condicionam o seu desempenho no campo, o estabelecimento de bons estandes e
consequentemente, boa produtividade. Dentre os agentes patogénicos que podem
associar-se as sementes de plantas, os fungos formam o maior grupo, seguido das
bactérias e, em menor propor¢ao, dos virus e dos nematoides (MACHADO, 2001b).

Os fungos Stenocarpella maydis (Berkeley) Sutton [Sin. Diplodia maydis
(Berkeley) Saccardo; D. zeae (Schweinitz) Leveille] e S. macrospora (Earle) Sutton
[Sin. D. macrospora Earle] pertencem a Classe Ascomycetes ¢ Ordem Dothideales.
Estas duas espécies apresentam no campo, em seu ciclo bioldgico, somente a forma
anamorfica (imperfeita ou assexuada), e podem causar podridao do colmo, da espiga e
mancha foliar em plantas de milho (SUTTON, 1980).

A ocorréncia das doencas causadas pelo género Stenocarpella sp. é
variada e depende das precipitagdes pluviais e da temperatura, ocorrendo em
todas as regides de cultivo, devido a eficiente transmissdo desses patdgenos pelas
sementes. Normalmente, a doenga causada por S. maydis é mais severa ¢ afeta
com maior frequéncia as espigas, ocorrendo em regides com altitudes acima de
700 m, temperaturas moderadas e, sobretudo, altas umidades relativas, ¢ menos
severa em regides quentes, com altitudes abaixo de 500 m, quando ocorre o
aparecimento de S. macrospora (FREITAS, 2006). De acordo com Casa, Reis e
Zambolim (2003), Stenocarpella maydis apresenta picnidios subepidérmicos,
globosos ou alongados, com coloragdo marrom-escura a preta, paredes grossas,
diametro de 150-300 um e um ostiolo protuberante papilado. Os conididforos sdo
usualmente ausentes. Apresentam células conidiogénicas enteroblasticas,
fialidicas, cilindricas, formadas nas células internas da parede do picnidio. Os

conidios s@o pardos-oliva a pardos, cilindricos, fusiformes, retos a ligeiramente
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curvados, medindo 15-34 x 5-8 um, bicelulados e comumente com 1 septo (0-2).
Stenocarpella macrospora apresenta picnidio e conidios semelhantes aos
descritos para S. maydis, porém seus esporos sdo 2-3 vezes maiores, medindo 44-
82 x 7,5-11,5 um e apresentando 1-2 septos (1-3) (SUTTON, 1980). De acordo
com Reis, Casa e Bresolin (2004), a diferenciacdo das espécies de Stenocarpella
¢ possivel apenas pela mensuracdo e observagdo dos septos das estruturas
reprodutivas em microscopios através do preparo de laminas no “Blotter test” o
que torna o método de identificac@o e diferenciacdo desse fungo oneroso e pouco
pratico.

Em meio de cultura de BDA (batata- dextrose- agar), os fungos
apresentam crescimento micelial rapido, com micélio aéreo e cotonoso, cobrindo
a placa de Petri de 90 mm de didmetro em 5-6 dias. Com 10 dias as colonias das
duas espécies apresentam cor branca. Aos 15 dias, a colonia de S. maydis
apresenta cor superficial salmao-escura, enquanto que S. macrospora permanece
com a coloragdo superficial branca. Mario e Reis (2001), verificaram que as
colénias de S. macrospora permanecem brancas a bege 15 dias ap6s a incubacao
das sementes em “Blotter Test”, enquanto que S. maydis, originalmente branca,
tornam-se pardo-escuras. Esse tipo de observacdo nfo confere a diferenciago
segura das espécies do complexo Stenocarpella, pois a diagnose visual é
subjetiva, sujeita a caracteristicas do isolado fingico, e a mudangas do ambiente.
(LATTERELL; ROSSI, 1983).

Reis, Casa e Bresolin (2004), ao avaliarem reagdo de hibridos de milho a
podriddo branca, inocularam uma mistura de isolados de S. maydis, mas
observaram maior incidéncia de S. macrospora do que de S. maydis nos gréos.
Casa, Reis e Zambolim (2006) também relataram a recuperagdo de somente uma
espécie em sementes apodrecidas quando, na verdade, as duas haviam sido
inoculadas, o que demonstra a dificuldade em separar as espécies flngicas

mesmo quando inoculadas artificialmente.
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No plantio, o controle da podriddo do colmo e da espiga deve ser feito
pelo uso de semente sadia e/ou pelo tratamento de semente com fungicida que
leve a erradicacdo do fungo. O tratamento de sementes de milho com fungicidas
tém como objetivo controlar fungos associados a semente e protegé-las contra
aqueles do solo (PINTO, 1998), prevenindo a deterioracdo da semente e evitando
a transmissdo do patdgeno para as plantulas, reduzindo assim, a intensidade de
podriddes.

Amplamente distribuida em todos os locais onde o milho é cultivado no
Brasil, a ocorréncia do fungo Stenocarpella sp. € mais frequente nas regides Sul,
Sudeste ¢ Centro-Oeste, com intensidade e severidade variadas entre as regides e
dentro da mesma regido (CASA; REIS; ZAMBOLIM, 2003; PINTO, 2004)

afetando também as regides produtoras de sementes de milho.

2.2 Métodos de inoculacio em sementes

Considera-se que a podriddo de semente e a morte de plantulas causada por
Stenocarpella sp. tenham a semente como a sua principal fonte de indculo. Quando
a semente ¢ hidratada, ao entrar em contato com a agua do solo, o micélio do
fungo, que se encontra no endosperma ou no embrido, reassume sua atividade vital
e passa a crescer do interior a superficie da semente (TEIXEIRA et al., 2005). Ao
crescer sobre a semente, o fungo acaba alcangando a radicula ¢ o coledptilo das
plantas, e pela colonizagdo do coledptilo atinge a superficie do solo.

A maioria dos métodos utilizados na inocula¢do de fungos em sementes
disponibiliza umidade suficiente para o inicio do processo de embebicdo e
germinag@o das sementes. Esse fendmeno normalmente gera modificacdes fisicas
e/ou fisiologicas que podem dificultar a identificacdo dos fungos durante a
avaliagdo, além de ndo assegurar a infec¢do pelo patéogeno em niveis desejados
(TEIXEIRA et al., 2005). Segundo Machado et al. (2001a) o uso da restricdo

hidrica em meio BDA + manitol permitiu que as sementes de milho ficassem
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expostas aos fungos Diplodia maydis, Fusarium verticillioides e Cephalosporium
acremonium, resultando em um maior nimero de plantulas doentes oriundas de
sementes inoculadas. O mesmo comportamento foi verificado em experimentos
com Colletotrichum gossyppi var. cephalosporioides, Fusarium oxysporum f. sp.
vasinfectum e Botryodiplodia theobromae em sementes de algoddo (MACHADO,
2004).

Segundo Machado et al. (2001a), a utilizacdo da restri¢io hidrica como meio
de se obter sementes infectadas apresenta vantagens sobre outros métodos por nio
depender de aspectos como sazonalidade e de operacdes trabalhosas que nem sempre
proporcionam resultados satisfatorios. Dessa forma, a inoculagdo de sementes por
meio do método de restricdo hidrica torna-se efetivo para obtencdo de sementes

infectadas para realiza¢do de estudos na area de patologia de sementes.

2.3 Atividade enzimatica e deterioracdo de sementes

As principais alteracdes relacionadas ao processo de deterioragdo em
sementes sdo a degradacao e inativacdo de enzimas, reducdo da atividade respiratdria
(VIDIGAL et al, 2008) e perda de integridade das membranas celulares
(McDONALD, 1999), esta tltima caracteristica esta indiretamente relacionada com
alteragdes na fisiologia das sementes, as quais dependem da variedade de enzimas e
proteinas estruturais de cada espécie. Porém, essas variagdes em nivel de membranas
nem sempre podem ser avaliadas por testes de germinagéo e vigor (VIEIRA, 1996).
Uma alternativa seria a utilizagdo de andlises de isoenzimas que, por serem mais
sensiveis, podem medir a deterioracdo incipiente através da expressdo da atividade de
certas enzimas associadas a quebra de reservas ou a biossintese de tecidos novos
(COUTINHO et al., 2007).

A presenca de microrganismos associados as sementes estd ligada a
degradagdo de membranas, uma vez que esses podem provocar alteracdes no

metabolismo celular (AMARAL et al., 2000). Para Cherry (1983), a presenga de
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microrganismos nas sementes pode causar diminuicdo da intensidade de algumas
proteinas, intensificagdo de outras e a produgéo de multiplas formas moleculares.

Com objetivo de estudar as mudangas nas atividades de isoenzimas que
ocorrem em sementes em deterioragdo, tém sido desenvolvidos trabalhos em que
normalmente, sdo utilizadas enzimas que desempenham tarefas-chave no
metabolismo dos lipidios, significativas no desenvolvimento, ¢ germinagdo de
sementes, como as esterases (COUTINHO, 2007).

A esterase (EST) € uma enzima que participa da hidrdlise de ésteres
de membrana, o que demostra maior peroxida¢do de lipidios, sendo essa
enzima envolvida em relagdes de hidrélise de ésteres estando diretamente
ligada ao metabolismo de lipidios (SANTOS; MENEZES; VILELA, 2004).
Muitos desses lipidios sdo constituintes de membranas, cuja formagdo nfo
esta completamente concluida.

Padilha et al. (2001), estudando a relagdo entre o teste de deteriorac¢do
controlada ¢ o desempenho de sementes de milho em diferentes condi¢des de
estresse concluiram que para as sementes submetidas a condi¢gdes mais drasticas
de deterioragdo houve o aparecimento de uma nova banda e diminui¢cdo da
intensidade das bandas conhecidas de esterase para os tratamentos mais drasticos.
O que confirma estudos de Coutinho et al. (2007), onde houve redugdo dessa
enzima em que sementes de milho submetidas a termoterapia por 20 minutos para

controle de patdgenos.

2.4 Identificacio de Stenocarpella sp. por meio da técnica de PCR

No estudo de técnicas para a deteccdo de microrganismos fingicos em
sementes o sistema baseado em PCR (Reac@o em Cadeia da Polimerase) vem provando
ser confiavel. A PCR ¢ uma técnica molecular composta de dois oligonucleotideos
sintéticos, cada um complementar as sequéncias das fitas opostas do DNA alvo em

posigdes justamente flanqueadoras das extremidades do segmento a ser amplificado.
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Possui grande sensibilidade devido a possibilidade de se amplificar quantidades
minimas de acido nucleico, os oligonucleotideos iniciadores (primer) auxiliam a
iniciagdo da replicagdo das cdpias do fragmento-alvo, com a extremidade 3’- OH das
sondas hibridizadas uma em dire¢ao oposta a outra e posicionadas para moldar a sintese
de DNA através do DNA molde (LANE et al., 1985). A partir do conceito basico de
PCR, sdo varios os desdobramentos possiveis da metodologia quando associadas a
outras ferramentas moleculares.

Dentre os marcadores moleculares estudados para a espécie S. maydis e para a
presenca do género do fungo Stenocarpella sp., Xia e Achar (2001), obtiveram sucesso
na deteccio do género fingico em sementes de milho e também a constatagdo da
presenca da espécie S. maydis utilizando o par de primers P1/P2. Ja em estudos mais
recentes, Barrocas et al. (2012), testou o par de primers descrito por Xia ¢ Achar
(2001), comprovando a especificidade apenas para o género Stenocarpella sp.

Uma vez que a disting@o de espécies do género Stenocarpella sp. apenas ¢
possivel por meio de “Blotter test’ com a preparagdo de laminas e observacao das
estruturas reprodutivas, a técnica de PCR, pode ser usada como referéncia, junto ao
teste de sanidade “Blotter test” para a validac@o e confirmagio dos resultados obtidos
nas amostras avaliadas através de espectroscopia no infravermelho préoximo, pois
mesmo os marcadores identificando apenas uma espécie ou a presenca do fungo nas
amostras, essas informacdes atreladas aos resultados da espectroscopia podem
identificar um nivel maior de sensibilidade podendo ser um modo rdpido e eficaz
para deteccdo e/ou da separagdo das espécies Stenocarpella maydis e Stenocarpella

macrospora.

2.5 Espectroscopia no infravermelho proximo (NIR)

Espectroscopia ¢ um termo atribuido pela Fisica e Quimica para todas as
técnicas de obtencdo de dados através da radiagdo incidente em uma amostra.

Atomos ¢ moléculas transmitem, refletem e absorvem a radiagdo de maneira
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diferente, sendo assim possivel a obtencdo de um padrio espectral unico. A radiagdo
eletromagnética ¢ dividida em diversas regides de acordo com sua frequéncia,
formando o espectro eletromagnético, que por sua vez também ¢ dividido em bandas
pela forma que a radiagéo € produzida e captada (BALL, 2001).

Convencionalmente, a regido do espectro do infravermelho ¢ dividida em
trés partes, de acordo com o numero de onda: Infravermelho proximo (NIR), com
numeros de onda na faixa de 4.000 — 12.000 cm™, infravermelho médio (MIR),
com ntmeros de onda na faixa de 400 — 4.000 cm™, e o infravermelho distante
(FIR), que possui numeros de onda na faixa de 10 - 400 cm”, (SKOOG;
HOLLER; NEIMAN, 2002). Os espectros obtidos no infravermelho préximo,
segundo Santos, Pereira e Korndorfer (2010), podem ser utilizados para estudar
as vibragdes moleculares e a estrutura rotatéria-vibratdria associada dessas
moléculas, criando uma identidade tinica da amostra analisada.

Pela radiagdo no infravermelho proximo, o espectro obtido de um
material é o resultado da absor¢do de radiagdo por moléculas organicas,
principalmente aquelas que possuem grande nimero de ligagdes C-N, N-H e O-H
(AMORIM, 1996).

A técnica de espectroscopia no infravermelho proximo vem sendo
utilizada com frequéncia como ferramenta analitica na determinacdo dos
componentes presentes em folhas, solo, grios, alimentos (SANTOS; PEREIRA;
KORNDORFER, 2010) e em microrganismos (TRALAMAZZA, 2011).

Estudos para determinagdo de compostos quimicos em vegetais também
vém sendo desenvolvidos através dessa técnica. Em sementes, os primeiros
trabalhos utilizando essa técnica foram realizados na determinacdo do teor de
agua de soja e milho (HART; NORRIS; GOLUMBIC, 1962). Em estudos mais
recentes Grunvald et al. (2014), construiram uma equagao para avaliacio do teor
de oleo em sementes de gendtipos de girassol. J4 Almeida, Arriel e Medeiros

(2012), utilizaram a espectroscopia NIR para predicdo de acidos graxos em
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sementes intactas de gergelim. Pelos estudos constata-se a aplicabilidade da
técnica na avaliagdo de componentes quimicos de interesse em sementes.

Na tentativa de diferenciar fungos do género Aspergillus, Tralamazza,
(2011), separou-se as espécies estudadas de Aspergillus através do uso da
espectroscopia no infravermelho préoximo, estabelecendo padrdes espectrais para
comparacgao e correlacdo com métodos tradicionais.

Szeghalmi, Kaminsky e Gough (2007) conseguiram diferenciar a
composicdo de hifas de fungos dos géneros Aspergillus, Neurospora ¢ Rhizopus
sob condicdes de estresse também por meio da técnica de infravermelho proximo.
Helm et al. (1991), concluiram que padrdes de NIR podem ser usados para
tipificar diferentes bactérias dos géneros Staphylococcus, Streptococcus,
Clostridium, Legionella e Escherichia.

Assim, o sistema de espectroscopia no infravermelho préximo - NIR -
possui potencial para substituir grande parte das metodologias utilizadas na
identificacdo de patdgenos em grios e sementes, pois possui como vantagens
rapidez nas analises das amostras, efetividade, pequena quantidade de amostra.
Sua principal vantagem ¢ permitir multiplas analises, menor necessidade de méo
de obra, além de ndo ser poluente e ter a possibilidade de ndo destruir a amostra
analisada (AMORIM, 1996).

Para que o método seja estabelecido sdo necessarios resultados obtidos a partir
dos métodos analiticos tradicionais de andlises que servirdo como referéncia na
calibragdo de um método preditivo, em que os espectros sdo as variaveis independentes
(X) e a propriedade a ser estimada, a variavel dependente (y).

O pré-tratamento dos dados é uma etapa importante, antes de obter-se
o modelo de calibracdo, em que o objetivo ¢ facilitar a interpretacdo dos
espectros através da obtenc@o de dados importantes bem como a exclusao de
dados desnecessarios, melhorando assim a previsio dos modelos de

calibragem (ZENI, 2005).
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Para estabelecimento do modelo de calibrag@o, o método de regressao por
minimos quadrados parciais com andlise discriminante (PLS - DA: Parcial Last
Squares — Discriminant Analisis), permite prever classes (varidveis dependentes,
y) a partir de descritores (variaveis independentes, X), as quais, neste projeto
seriam representadas pela presenca ou ndo do fungo, e as espécies desse fungo,
(y), preditas a partir de dados espectrais de NIR (X) (ABDI, 2003).

Sendo um método qualitativo, discrimina amostras por meio de classes pré-
estabelecidas (WHELEHAN, 2006).

A validagdo do modelo construido é feita por meio de uma analise
preditiva. O modelo ¢ testado com novas amostras, prevendo os valores de y,
(LORBER; KOWALSKI, 1988), caracterizando a validacdo externa. A validagéo
cruzada, também ¢ um teste aplicado ao modelo, em que algumas amostras do
conjunto de calibrag@o sdo separadas (Leave one out), as amostras restantes sao
usadas na construg¢do do modelo, e a previsdo é feita para as amostras separadas
inicialmente, ou seja, as amostras preditas sdo as mesmas usadas no conjunto de
calibracdo, porém, ndo participaram da constru¢do do modelo quando foram
preditas, testando assim a eficiéncia do modelo criado, com “novas” amostras. E
ainda testa-se a eficiéncia do modelo pelo nimero de acertos obtidos pela
calibrago.

Confirmada a eficiéncia do sistema através deste trabalho, pode-se
continuar estudando o método em questdo e possivelmente chegar a novas
metodologias ¢ testes para avaliagdo da qualidade de sementes que possam
identificar ndo somente a presencga das espécies de Stenocarpella sp. em milho,

mas sim varios patégenos em outras culturas de importancia econdmica.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Condugao do experimento

O trabalho foi desenvolvido no Laboratério Central de Sementes e
Laboratério de Patologia de Sementes dos Departamentos de Agricultura e
Fitopatologia da Universidade Federal de Lavras (UFLA). Foram utilizadas
sementes de milho de dois gendtipos, sendo um suscetivel ao patdgeno estudado e
outro tolerante. As sementes sdo da safra 2012/2013 e foram cedidas pela
empresa Dow AgroSciences.

As sementes de milho foram submetidas ao teste de germinagdo e
sanidade, para o estabelecimento do perfil inicial dos lotes, apresentando
germinagdo superior a 98% nos dois lotes estudados. Foi realizado um teste de
sanidade, sendo as sementes previamente desinfestadas com hipoclorito 2% por 1
minuto. O lote de sementes do gendtipo suscetivel apresentou os fungos
Penicillium spp. (3%), Rhizopus stolonifer (1%), Aspergillus spp. (0,5%), e
Fusarium spp. (73%). Ja o lote de sementes do gendtipo tolerante ao fungo
estudado também apresentou no teste de sanidade os fungos Rhizopus stolonifer
(0,5%), Aspergillus spp. (0,5%), Fusarium spp. (0,5%), e em maior porcentagem

Penicillium spp. (17%) na leitura do sétimo dia do “Blotter test”.

3.2 Obtencao dos isolados das sementes de milho

Os isolados foram cedidos pelo Laboratdrio de Patologia de Sementes da
Universidade Federal de Lavras, (Tabela 1). As coldnias de Stenocarpella maydis
e S. macrospora foram transferidas pelo método de transferéncia de discos de
colonia, para placas de Petri de 5 cm de didmetro, contendo meio batata dextrose
agar (BDA) e mantidas em incubagdo, a temperatura de 25 + 2 °C ¢ fotoperiodo

de 12 h por catorze dias até sua utilizagdo.
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Tabela 1 Identificacdo dos isolados fornecidos pelo Laboratério de Patologia de
Sementes da UFLA. Lavras - MG, 2014

Caédigo Espécie Hospedeiro Origem Data
Sete Lagoas -

LAPS 292 Stenocarpella maydis milho/semente MG 2010
Passo Fundo -

LAPS 012 Stenocarpella macrospora  milho/semente RS 2010

3.3 Inoculacio das sementes com Stenocarpella maydis e Stenocarpella
macrospora

Sementes de milho foram desinfestadas com hipoclorito de sddio 2%, por
1 min, secadas a sombra ¢ inoculadas com o isolado de S.maydis, e S.
macrospora pelo método de restricdo hidrica (MACHADO et al., 2001a).

Os discos das colonias de S. maydis e S. macrospora foram transferidos
para placas de Petri de 15 cm de didmetro, contendo manitol (96,4 g/L) em meio
BDA, com potencial hidrico ajustado para -1,4 MPa, segundo calculo do software
SPPM (MICHEL; RADCLIFFE, 1995). As placas foram mantidas em incubagao
a temperatura de 25 £ 2 °C e fotoperiodo de 12 h, por catorze dias, quando as
sementes foram colocadas sobre a cultura fingica e ficaram em incubagio por, 0,
24, 48, 72 horas nas mesmas condi¢gdes. Apds a inoculag¢@o, as sementes foram
secadas a sombra e a temperatura ambiente. Apos a secagem, as sementes foram

acondicionadas em sacos de papel em camara fria até a condugao dos testes.

3.4 Avaliaciio da qualidade fisiologica e sanitiria das sementes

O grau de umidade das sementes foi avaliado pelo método da estufa a
105°C por 24 horas. Foram utilizadas quatro subamostras conforme as Regras
para Andlise de Sementes — RAS (BRASIL, 2009b), e os resultados foram

EXPpressos em porcentagem.
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3.4.1 Teste de germinacio

Para o teste de germinagdo foram utilizadas quatro repeti¢des de 50
sementes distribuidas sobre substrato de papel (tipo germitest) umedecido com
uma quantidade de agua destilada equivalente a 2,5 vezes o peso seco do
substrato. Estes foram mantidos em germinador regulado a temperatura de 25°C.
As avaliagdes do nimero de sementes germinadas foram realizadas aos quatro e
aos sete dias apos a semeadura (BRASIL, 2009a) e os resultados, expressos em
porcentagem de plantulas normais. Primeira contagem de germinac¢io — foi
conduzida juntamente ao teste de germinagao, avaliando-se o numero de plantulas

normais aos quatro dias apos a semeadura.

3.4.2 Emergéncia de plantulas

O teste de emergéncia de plantulas foi conduzido com oito repeti¢des de
25 sementes em bandejas plasticas (47x27x08cm) contendo areia e solo
misturados na propor¢do de 2:1, a uma profundidade de 1,5 cm. Apds a
semeadura, as bandejas foram distribuidas ao acaso em uma camara de
crescimento vegetal, com temperatura de 25°C e fotoperiodo de 12 horas. A
irrigacdo do substrato foi realizada a cada dois dias, com mesmo volume de agua
para cada bandeja. A emergéncia das plantulas foi computada aos vinte ¢ um dias
apos a semeadura, avaliando-se o nimero de plantulas normais. Os resultados
foram expressos em porcentagem. indice de velocidade de emergéncia (IVE) —
a partir do inicio da emergéncia, foram realizadas avalia¢des diarias, onde foram
computados os numeros de plantulas emergidas. O calculo do indice de
velocidade de emergéncia foi realizado conforme a formula proposta por

(MAGUIRE, 1962).
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3.4.3 Teste de frio sem solo

Para o teste de frio foram utilizadas quatro repetigdes de 50 sementes para
cada tratamento distribuidas sobre substrato de papel (tipo germitest) umedecido com
uma quantidade de agua destilada equivalente a 3 vezes o peso seco do substrato. Os
rolos foram confeccionados como no teste de germinagdo e apos a semeadura,
acondicionados em sacos plasticos e mantidos em camara fria regulada a temperatura
de 10°C. As avaliagdes do numero de sementes germinadas foram realizadas aos
quatro e aos sete dias apos a semeadura (BRASIL, 2009a) e os resultados, expressos

em porcentagem de plantulas normais.

3.4.4 Teste de sanidade

O teste de sanidade das sementes foi avaliado pelo “Blotter test’ com
congelamento. Foram utilizadas oito repeti¢des de 25 sementes distribuidas em placas
de Petri de 15 cm de didmetro, contendo trés folhas de papel filtro previamente
esterilizadas e umedecidas com dagua destilada esterilizada. As sementes foram
incubadas por 24 horas a temperatura de 20°C, em cadmara com fotoperiodo de 12 horas
de luz e 12 horas de escuro, transferidas para um freezer a -20°C por mais 24 horas, e
novamente incubadas a temperatura de 20°C, por quinze dias.

Para a observag@o da incidéncia de Stenocarpella maydis e S. macrospora
nas sementes, foi utilizado microscopio estercoscopio e os resultados foram
expressos em porcentagem, ¢ foram montadas ldminas com conidios para a
certificacdo das espécies fungicas. As laminas foram preparadas com fita adesiva
transparente. Pedacos de 4-6 cm desse material foram seguros pelos extremos,
com a face adesiva voltada para baixo, e sua parte central foi colocada em contato
com a parte do fungo sobre as sementes. Em seguida, fixou-se a fita em uma
lamina para microscopia contendo uma pequena gota de liquido de montagem

(BRASIL, 2009b).
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3.4.5 Incidéncia de Stenocarpella sp. em sementes

Com base nas estruturas do fungo Stenocarpella sp. (micélio
caracteristico) ou nos sintomas nas sementes, separaram-se as sementes
submetidas ao teste de sanidade em sadias e infectadas. A incidéncia foi expressa

em porcentagem de sementes infectadas por repeticao.

3.4.5.1 Intensidade de Stenocarpella sp. em sementes

As sementes submetidas ao teste de sanidade foram avaliadas através do
microscopio optico e divididas em classes de notas, por intensidade da doenga,

recebendo notas de 0 a 4 (Tabela 2).

Tabela 2 Escala de notas atribuidas a intensidade de Stenocarpella sp em
sementes de milho. UFLA - MG, 2014

Notas (n)  Severidade da doenca visualizada nas sementes

0 Sementes sem fungo

1 Sementes com até 25% da superficie recobertos pelo fungo

2 Sementes com 26%-50% da superficie recobertos pelo fungo
3 Sementes com 51%-75% da superficie recobertos pelo fungo
4 Sementes com 76%-100% da superficie recobertos pelo fungo

Apos a atribui¢do da nota a cada semente, utilizou-se a formula proposta
por McKinney (1923), para a obteng¢do do grau de intensidade (%) por repetigao.
> (fxn)
SD = _
(FxN)

Em que: SD — severidade de ocorréncia da doenga em cada parcela;

f — frequéncia de cada nota da escala;

n — nota da escala atribuida a cada semente;

F — numero total de sementes avaliadas por repetigéo;

N — nota maxima da escala.
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3.5 Atividade isoenzimatica

A analise enzimatica foi feita por meio da técnica de eletroforese. Para a
analise, as sementes inoculadas e os isolados de S. maydis e S. macrospora foram
macerados na presen¢a de nitrogénio liquido e PVP em moinho e armazenas a -
86°C de temperatura.

O tampao utilizado para extrair a enzima esterase (EST) foi o Tris HCL
0,2 M, pH 8 adicionando-se 0,1% de mercaptoetanol na propor¢io de 250 pL por
100mg de amostra de sementes. Ja para os isolados de Stenocarpella sp. foi
utilizada a mesma aliquota de tampdo de extracdo por 15mg de amostra. O
material foi homogeneizado em vortex, e mantido overnight em geladeira,
seguido de centrifugagdo a 14.000 rpm por 60 minutos a 4°C.

Foi feito gel de poliacrilamida a 7,5% (gel separador), e 4,5% (gel
concentrador), para a corrida eletroforética. O sistema gel/eletrodo utilizado foi
Tris-glicina Ph 8,9. Foram aplicados 50 pL de sobrenadante das amostras no gel,
e a corrida eletroforética efetuada a 150 V por 5 horas.

Terminada a corrida o gel foi revelado para a enzima esterase (EST), de

acordo com Alfenas et al. (1991).

3.6 Extracao de DNA

As amostras das sementes inoculadas e dos isolados das duas espécies
fingicas foram maceradas em moinho, até a obten¢do de um fino p6. Foram
retirados aproximadamente 1 g de cada amostra macerada em nitrogénio liquido e
para cada amostra, foram pesados 0,04 g para a extracio de DNA. Este foi
extraido com Wizard® Genomic DNA Purification kit (Promega), seguindo o
protocolo do fabricante. Os pares de primers P1/P2 (Tabela 3) foram utilizados
para as amplificacdes da PCR para todas as amostras. A qualidade do DNA foi
observada em gel de agarose 0,8% em tampao 1XxTBE (40mM Tris-borato, 1mM
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EDTA, pH 8,0), de acordo com Barrocas et al. (2012). O gel foi corado com gel

red e visualizado sob a luz UV. O DNA foi quantificado por espectrofotometria.

Tabela 3 Primer utilizado no sistema PCR. UFLA, Lavras - MG, 2014

Primer Sequéncia Referéncia

F - GTTGGGGGTTTAACGGCACG .
P1/P2 R - GTTGCCTCGGCACAGGCCGG Xia e Achar (2001)

3.6.1 Amplificacdo da PCR

Os primers P1/P2 descritos por Xia e Achar (2001), foram utilizados para
amplificar as regides presentes nos isolados de S. maydis e S. macrospora. A
amplificagdo foi realizada em 25ul da reagdo contendo tampao da PCR (tampao IB -
Phoneutria, Brasil) 500mM KCI, 100mM Tris-HCI pH 8,4, 1% Triton X-100, 15
MgCl12), dNTPs (2,5 mM de cada ANTP), primers (10 uM de cada primer forward ou
reverse) ¢ Su/pl unidades Taq DNA polimerase. Para a amplificagdo das bandas nas
sementes inoculadas, foi utilizado 2l do DNA concentrado.

A amplifica¢@o constou, inicialmente, de desnaturagdo de 95° por 3 minutos,
30 ciclos: desnaturagdo 94° por 30 segundos, anelamento de 60° por 1 minuto e
extensdo de 72° por 1 minuto com extens?o final de 72° por 10 minutos. Uma aliquota
de 10 pl foi utilizada para separar os produtos da PCR em gel de agarose 1% em
tamp@o TBE a 150V por aproximadamente, 2 horas. O gel foi corado com Gel red e os

produtos da PCR foram observados em transluminador UV.

3.7 Espectroscopia no infravermelho préximo

O espectrometro NIR utilizado foi o modelo TENSOR 27, fabricado pela
BRUCKER, disponibilizado pelo Laboratério de Andlises de Sementes da
Universidade Federal de Lavras. O software utilizado no equipamento foi o

OPUS _ Spectroscopy Version 6, do mesmo fabricante.
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Para a construcdo do modelo PLS-DA (regressdo por minimos quadrados
parciais com andlise discriminante) para classificagdo das amostras inoculadas e
ndo inoculadas com Stenocarpella maydis e Stenocarpela macrospora foram
obtidos espectros NIR de amostras de 100 sementes submetidas a cada um dos
quatro potenciais de indculo: 0, 24, 48, e 72, totalizando 400 sementes do
material tolerante e a mesma quantidade do material suscetivel ao género fungico,
inoculado com as duas espécies estudadas separadamente. A organizagdo dos
dados foi feita diante da determinagdo de modelos para detec¢do do patdgeno em
ambos os gendtipos de sementes de milho. Foi criado um modelo de presenca e
auséncia de S. maydis e S. macrospora., e outro modelo para diferenciagdo de S.
maydis e S. macrospora nas sementes de milho inoculadas. As andlises foram
realizadas da mesma maneira para ambos os modelos e genotipos (suscetivel e

tolerante).

3.7.1 Calibracéo e validacio do método de espectroscopia no infravermelho
proximo

Para a construgdo do modelo de calibragio foi utilizado o método de
classificagdo multivariada por minimos quadrados parciais com analise discriminante
(PLS — DA), em que as classes (y) sdo as varidveis dependentes e os espectros NIR
obtidos dessas amostras as variaveis independentes (ABDI, 2003).

Na separagédo de sementes que foram submetidas a inoculagdo com S. maydis e
S. macrospora, das que ndo passaram por esse processo, as classes (y) pré-estabelecidas
foram: 1- sementes ndo inoculadas e 2- sementes inoculadas com ambos isolados
fungicos, definindo o modelo de presenga e auséncia do fungo. Ja para o outro modelo,
as classes (y) foram: 1- sementes nfo inoculadas, 2- sementes inoculadas com S.
maydis, € 3- inoculadas com S. macrospora, para separagio das espécies fingicas.

Realizou-se o pré-processamento dos nimeros de onda por correcdo

multiplicativa de sinais e os dados foram ajustados excluindo os espectros de niimero
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um a trezentos, pois essa regido espectral confere apenas ruidos e ndo produz
informagdes relevantes (DECKER; NIELSEN; MARTENS, 2005).

Otimizou-se o modelo pela escolha do nimero de varidveis latentes com base
na porcentagem de classificacdes corretas, e por validacdo cruzada, onde utiliza-se as
mesmas amostras do conjunto de calibracdo, mas separa-se uma amostra (leave onde
out) e constroi-se 0 modelo com as restantes e calcula-se o erro de previsdo para a
amostra que ficou de fora, assim esse processo € repetido até que todas as amostras
tenham ficado de fora uma vez.

A porcentagem de acerto na classificacdo de sementes com fungo e sem fungo,
e na separacdo de sementes inoculadas com S. maydis das inoculadas com S.
macrospora foi o parametro utilizado para avaliacio do modelo de classificagdo. O
teste de randomizacdo de Y (y-randomization) também foi utilizado para avaliagio da
qualidade dos ajustes aplicados aos modelos, onde se utiliza as mesmas amostras do
conjunto de calibragio, selecionando ao acaso as classes y para construir o modelo. Se
realmente X descreve y, o erro de previsdo deste modelo deve ser ruim, ou seja, quanto
menor o valor do teste de y- randomization, mais robusto ¢ o modelo criado.

Para validacfo externa do modelo foram utilizadas amostras de um grupo teste,
que sao representadas por 25% do nimero de amostras originais, as quais ndo estavam
incluidas no grupo de amostras de calibracéio (correspondente aos 75% das amostras
restantes). O desempenho do modelo também foi avaliado por meio da porcentagem de
classificagdes corretas para as amostras de teste. Todos os célculos foram realizados

pelo software Chemoface (NUNES et al., 2012).

3.8 Analise estatistica

Para a analise dos resultados dos testes para avaliagdo da qualidade
fisiologica foi utilizado o esquema fatorial de 4x2, sendo os tratamentos os
potenciais de inoculo a que as sementes foram expostas (0, 24, 48, 72 horas), ¢ os

fungos, as duas espécies, S. maydis e S. macrospora, que foram inoculadas
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separadamente em sementes do material suscetivel e do material tolerante ao
fungo estudado. O delineamento utilizado foi o inteiramente casualizado (DIC).
Os resultados foram submetidos a analise de varidncia, € o efeito dos
tratamentos foi estudado por meio de analise de regressdo. A comparagdo das
médias de todos os testes foi feita pelo teste de Scott & Knott ao nivel de 5% de

probabilidade. Para o teste de sanidade, e analise dos resultados de incidéncia e

severidade da doenca, os dados foram transformados em +/x + 1. Todas as

analises foram realizadas no software estatistico SISVAR® (FERREIRA, 2011).
Os dados da espectroscopia no infravermelho proximo foram avaliados através de

regressdo por minimos quadrados parciais com o auxilio do programa estatistico

Chemoface (NUNES et al., 2012).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Qualidade fisioldgica e sanitaria de sementes apds inoculacio

O grau de umidade das sementes foi de 11,5% para o material suscetivel
ao género Stenocarpella sp., e 12,7% para o material tolerante, ndo havendo
necessidade de uniformizacéo.

Pelos resultados da analise de varidncia dos dados obtidos nos testes de
primeira contagem de germinag@o, germinacgdo, teste de frio sem solo e
emergéncia de plantulas com sementes de milho do gendtipo suscetivel ao fungo
estudado, observa- se que houve efeito significativo para os tratamentos. O efeito
das duas espécies de Stenocarpella sp., foi significativo apenas para a primeira
contagem de germinacdo. Ndo houve efeito significativo de nenhum fator para o
indice de velocidade de emergéncia (Tabela 4). Para o teste de sanidade,
observamos efeito significativo para tratamentos e fungos, separadamente,
(Tabela 5), e para incidéncia e intensidade da doenca, observa-se efeito

significativo apenas para os tratamentos (Tabela 6).

Tabela4 Resumo do quadro de andlise de variancia dos testes fisioldgicos de
primeira contagem de germinagdo PC(%), germinacdo G(%), teste de frio
sem solo F(%), emergéncia de plantulas E(%), e indice de velocidade de
emergéncia (IVE), em sementes suscetiveis inoculadas com Stenocarpella
maydis e S. macrospora em diferentes potenciais de indculo

QM

Fatores GL
PC (%) G (%) F (%) E (%) IVE
Tratamentos 3 27,125%  24,833* 140,606* 100,333* 6,548
Fungos 1 21,125% 12,500 4,500 4,500 0,846
Tratamentos*Fungos 3 6,458 3,500 1,833 13,500 0,256
Residuo 24 3,875 3,416 10,583 5,916 3,112
CV % 2,03 1,9 3,42 2,49 4,09

*Significativo ao nivel de 5% de probabilidade pelo teste F.
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Tabela 5 Resumo do quadro de andlise de variancia do teste de sanidade S(%),
em sementes de milho suscetiveis inoculadas com S. maydis e S.
macrospora submetidas a diferentes potenciais de inéculo

oM
Fatores GL S' (%)
Tratamentos 3 3,24%*
Fungos 1 1,47%
Tratamentos*Fungos 3 0,83
Residuo 56 0,33
CV % 42,72

* Significativo ao nivel de 5% de probabilidade pelo teste F.

'Dados transformados em /x + 1.

Tabela 6 Resumo do quadro de andlise de variancia para incidéncia e intensidade da
doenca, em sementes de milho suscetiveis ao fungo Stenocarpella maydis e
S. macrospora submetidas a diferentes potenciais de in6culo

oM
INC'. INT'.
Tratamentos 3 3,49%* 0,56*
Fungos 1 0,37 0,09
Tratamentos*Fungos 3 0,87 0,21
Residuo 24 0,61 0,09
CV % 47,37 24,36

* Significativo ao nivel de 5% de probabilidade pelo teste F.

'Dados transformados em / x + 1.

Para as sementes de milho do gendtipo tolerante a Stenocarpella sp.,
observa-se pelos resultados da analise de varidncia dos dados efeito significativo
para o indice de velocidade de emergéncia de fungos e tratamentos,
separadamente. Para os demais testes ndo houve efeito significativo, (Tabela 7).
Para o teste de sanidade, ndo foi observada presenga de Stenocarpella maydis ¢

de S. macrospora na primeira leitura do Blotter test. Para incidéncia e severidade
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da doenga, observa-se efeito significativo para interagdo de tratamentos e fungos,

(Tabela 8).

Tabela7 Resumo do quadro de andlise de varidncia dos testes fisiologicos de
germinagdo G(%), primeira contagem de germinac@o PC (%), teste de ftio
F(%), emergéncia de plantulas E(%), e indice de velocidade de emergéncia
(IVE), em sementes tolerantes inoculadas com Stenocarpella maydis e S.
macrospora submetidas a diferentes potenciais de indculo

QM
Fatores

PC (%) G (%) F (%) E (%) IVE
Tratamentos 3 2,166 1,666 0,531 2,458 6,005*
Fungos 1 0,500 0,500 0,281 0,125 9,426*
Tratamentos*Fungos 3 2,833 1,500 2,281 0,458 1,816
Residuo 24 3,166 1,833 0,864 1,208 1,208

CV % 1,8 1,36 0,94 1,10 2,44

*Significativo ao nivel de 5% de probabilidade pelo teste F.

Tabela8 Resumo do quadro de andlise de variancia para incidéncia e intensidade da
doenca, em sementes de milho tolerantes ao fungo Stenocarpella maydis e
S. macrospora submetidas a diferentes potenciais de inoculo

QM
INC'. INT'.
Tratamentos 3 64,37* 14,26*
Fungos 1 29,49* 10,85%*
Tratamentos*Fungos 3 5,81%* 1,99%*
Residuo 56 0,53 0,16
CV % 18,85 17,48

* Significativo ao nivel de 5% de probabilidade pelo teste F.

'Dados transformados em / x + 1.

4.1.2 Germinacio e Primeira contagem de germinacéo

e Sementes suscetiveis a Stenocarpella sp.
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Para o gendtipo suscetivel e inoculado com o fungo Stenocarpella maydis e
Stenocarpella macrospora, observa-se diferenca no potencial de germinagdo das
sementes a medida que se aumentou o potencial de indculo. Menores valores de
germinagio foram observados nas sementes, seguindo uma tendéncia linear (Figura
1). Nao houve diferenca significativa entre as espécies de Stenocarpella sp.
inoculadas nas sementes suscetiveis, para o teste de germinago. Porém, houve efeito

significativo para o fator fungos na primeira contagem de geminagio (Tabela 9).

100 5

94

Germinagio (%)
O
<
1

¥ (G %) =99.1 - 0,0479x 2 = 0.7101

¥ (PC %) =99.1 - 0,053x RZ = 0.7991

80 T T 1
0 24 48 72

— PC (%) Potencial de inéculo (horas)
cesreee G (%)

Figura 1 Porcentagem de plantulas normais de sementes de milho suscetiveis
ao fungo Stenocarpella sp. submetidas a diferentes potenciais de
inéculo, obtidas no teste de Germinagdo (G%), e primeira contagem
de germinacdo (PC%). Lavras, MG, 2014
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Tabela 9 Valores médios de primeira contagem de germinacdo (PC%), e
germinacdo (G%), de sementes de milho suscetiveis ¢ inoculadas com
S. maydis e S. macrospora. Lavras, MG, 2014

Fungo PC (%) G (%)

S. macrospora 96,37 b 96,75 a
S. maydis 98 a 98 a
CV (%) 2,03 1,9

*Médias seguidas pela mesma letra mintscula na coluna, no diferem entre si, pelo Teste
de Scott-Knott, a 5% de probabilidade.

A avaliagdo do potencial fisiologico de sementes ¢ tradicionalmente feita
pelo teste de germinagdo, que ¢é conduzido sob condi¢des ideais para o
desenvolvimento da cultura. A primeira contagem de germinacdo tem o papel de
avaliar o vigor das sementes, ja que no processo de deterioragdo a velocidade da
germinagdo ¢ um dos principais pardmetros a ser afetado.

A presenga de patdgenos em sementes esta associada ao decréscimo do
poder germinativo, de acordo com Muniz et al. (2004).

Casa, Reis e Zambolim (2006), estudando os danos causados por S.
maydis e S. macrospora na cultura do milho, observaram a associacdo desses
fungos a queda no percentual de germinagdo, o que indica o ataque ao embrido
das sementes, e nos casos em que as sementes germinaram, o vigor das plantulas
foi comprometido. Latterell ¢ Rossi (1983), comparando a patogenicidade dos
fungos do género Stenocarpella sp., verificaram que S. macrospora ¢ mais
agressivo do que S. maydis durante os estadios iniciais de desenvolvimento da
planta, o que pode explicar a menor germinacdo inicial das sementes suscetiveis
inoculadas com o isolado de S. macrospora. Ja Machado et al. (2001b), avaliaram

o desempenho de sementes de milho submetidas a restricdo hidrica na presenga



43

de S. maydis, e para o teste de germinacdo no potencial hidrico de -1,2Mpa, ndo
havendo comprometimento da germinag@o das sementes, o que contradiz estudos
realizados por Pinto (1998), que relata a agressividade de S. maydis na

germinagdo das sementes podendo causar a morte das mesmas.
¢ Sementes tolerantes a Stenocarpella sp.

Independentemente do potencial de indculo, e espécie de Stenocarpella
sp. a que as sementes tolerantes foram submetidas, o percentual de plantulas
normais no teste de germinacdo e na primeira contagem de germinagdo ndo

diferiu em média significativamente entre si. (Tabela 10).

Tabela 10 Valores médios de primeira contagem de germinagdo (PC%), e
germinacdo (G%), de sementes de milho tolerantes e inoculadas com
S. maydis e S. macrospora

PC (%) G (%)

Potencial de inoculo (horas)

Fungos 0 24 48 72 0 24 48 72
S.
macrospora 99a 100 a 97,5a 98,5a | 99,5a 100 a 98 a 99 a

S.maydis 98, 985a 985a 99a | 99,5a 995a 995a 99a
CV (%) 18 1,36

*Médias seguidas pela mesma letra minuscula na coluna, ndo diferem entre si, pelo Teste
de Scott-Knott, a 5% de probabilidade.

Mendes et al. (2012), em um estudo sobre o comportamento de hibridos
de milho inoculados com fungos causadores do complexo gréos ardidos relataram
que nos tratamentos inoculados com S. maydis n3o houve diferencgas
significativas entre os hibridos inoculados. Porém, houve diferenca significativa
para a inoculagdo com S. macrospora, sendo os hibridos DKB 390, P30F53,

DKB 199, 2 A 525 ¢ NB 7215 os que obtiveram a maior produtividade de graos.
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Dentre os hibridos utilizados no experimento, existem aqueles considerados como
resistentes e também suscetiveis, de acordo com as empresas produtoras de
sementes. Com base nesse resultado, pode-se inferir que o nivel de
susceptibilidade ou resisténcia a patéogenos pode variar, ndo afetando diretamente

a producio final de gréos.

4.1.3 Teste de Frio

e Sementes suscetiveis a Stenocarpella sp.

Para o teste de frio sem solo pode-se observar efeito significativo para o

fator tratamentos isoladamente (Figura 2).
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Figura 2 Porcentagem de plantulas normais de sementes de milho suscetiveis
ao fungo Stenocarpella sp. submetidas a diferentes potenciais de
indculo, obtidas no teste de frio. Lavras, MG, 2014
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A medida que se aumenta o potencial de indculo, ocorre queda na
porcentagem de germinacdo das sementes submetidas ao teste de frio, sendo as
médias observadas no resultado do teste de frio de 95,65% para o potencial de
indculo de 48 horas, e 89,45% para o maior potencial, o de 72 horas. Esse
resultado ¢ semelhante ao encontrado por Carvalho et al. (2004), estudando o
controle de S. maydis relacionado ao tamanho de sementes de milho e doses de
fungicidas, verificaram que sementes com maior incidéncia de S. maydis
resultaram uma baixa germinagio no teste de frio.

Nas sementes submetidas ao potencial de indculo de 24 horas foi
observada uma tendéncia de aumento no percentual de germinagdo no teste de
frio em comparacdo com as sementes que ndo tiveram nenhum contato com o
micélio fungico.

O teste de frio ¢ usado para avaliar o vigor das sementes submetidas a
baixas temperaturas ¢ altas umidades, e quando associado a presenga de
patogenos, o teste de vigor pode ser ainda mais sensivel para identificar
diferencas sutis no potencial fisiologico das sementes (RAMOS et al., 2014). Isso
¢ uma condi¢do desfavoravel para a germinacdo de sementes de milho (baixa
temperatura e alta umidade), porém, pode oferecer boas condi¢des para o
desenvolvimento de alguns patdgenos. Nerbass, Casa e Angelo (2008) estudando
a sanidade de sementes de milho no estado de Santa Cataria e no Rio Grande do
Sul, estados onde as temperaturas normalmente sio amenas, observaram alta
incidéncia de S. maydis nos lotes avaliados.

O micélio fingico possui alta umidade, o que pode provocar a absor¢do
de agua pela semente quando exposta diretamente sob o micélio, causando o
efeito de priming. E possivel observar a influéncia do condicionamento osmético
em relacdo ao aumento dos tempos de exposigdo, esse efeito foi negativo a partir
de 24 horas de exposi¢do ao potencial de indculo. O condicionamento osmotico,

ou “priming” ¢ utilizado para aumentar a velocidade e a uniformidade da



46

germinagdo de sementes, mas essa técnica pode ser afetada por fatores como
temperatura, luz, secagem, disponibilidade de oxigénio e contaminagdo
microbiana (ROVIERI et al., 1999). Assim, pode-se inferir que houve o efeito
priming para as sementes suscetiveis expostas ao potencial de inéculo de 24
horas, fazendo com que estas germinassem mais rapidamente, porém esse efeito
foi anulado a partir da exposi¢do das sementes aos maiores potenciais de indculo,
levando a inferéncia de que o patdgeno a partir de 24 horas de exposicdo, pode

influenciar na qualidade das sementes.

¢ Sementes tolerantes a Stenocarpella sp.

Com relacdo as sementes tolerantes a Stenocarpella sp. ndo houve efeito
significativo para nenhum dos fatores, (Tabela 11). Sendo a média geral de
sementes germinadas no teste de frio para S. maydis de 99,3% e para S.

macrospora de 99,1%.

Tabela 11 Valores médios de germinagéo no teste de frio (F%), de sementes de
milho tolerantes inoculadas com S§. maydis e S. macrospora,
submetidas a diferentes potenciais de indculo

Teste de frio

Potencial de inéculo (horas)

Fungos 0 24 48 72
S. macrospora 100 a 99,5a 99,5a 98,5 a
S. maydis 98,75 a 98,5a 99,5 a 99,5a
CV% 0,94

*Médias seguidas pela mesma letra minuscula na coluna, ndo diferem entre si, pelo Teste
de Scott-Knott, a 5% de probabilidade.

4.1.4 Emergéncia de plantulas

e Sementes suscetiveis a Stenocarpella sp.
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Para o fator fungo, ndo houve diferenca significativa, sendo as médias de
plantulas emergidas para as sementes inoculadas com S. maydis de 97,87 %, e

para as sementes inoculadas com o isolado de S. macrospora de 97,12 %.
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Figura 3 Porcentagem de emergéncia de plantulas de sementes de milho
suscetiveis ao fungo Stenocarpella sp. submetidas a diferentes
potenciais de indculo. Lavras, MG, 2014

Observa-se pelo grafico de regressdo (Figura 3), para os tratamentos, que
a medida que se aumenta o potencial de indculo, ocorre queda na porcentagem de
emergéncia de plantulas das sementes suscetiveis ao género fungico
Stenocarpella sp., sendo as médias observadas no resultado do teste de
emergéncia para as sementes sem inoculacdo de 99%, para as sementes
submetidas ao potencial de indculo de 24 horas 100%, ¢ para as sementes
submetidas aos potenciais de indculo de 48 e 72 horas as médias foram de 98,75 ¢

92,25 % respectivamente. O que indica, como nos testes de germinagdo e no teste
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de frio que a presenca desse fungo em sementes de milho pode causar danos
dependendo do tempo de exposi¢do e do nivel de infec¢do alcangado.

A presenca do patégeno nas sementes de gendtipo suscetivel ao fungo
retardou a emergéncia das plantulas, fato prejudicial no desenvolvimento e
estabelecimento do estande inicial da cultura. Costa Neto et al. (2012), estudando
a influéncia de métodos de inoculagéo de S. maydis em hibridos e na qualidade de
sementes de milho, observaram que no teste de emergéncia em bandeja os
hibridos que receberam o método de inoculagdo por meio de inje¢do na bainha da
espiga foram os que apresentaram o pior desempenho no teste.

No teste de emergéncia, foi possivel observar um aumento de plantulas
emergidas, no potencial de inoéculo de 24 horas. Esse fato pode ser explicado pelo
efeito priming, também observado para o mesmo potencial de inoculo no teste de

frio descrito anteriormente.

e Sementes tolerantes a Stenocarpella sp.

Nao houve efeito significativo para nenhum dos fatores analisados no

teste de emergéncia de plantulas, (Tabela 12).

Tabela 12 Valores médios de emergéncia de plantulas de sementes de milho
tolerantes e inoculadas com S. maydis e S. macrospora, submetidas a
diferentes potenciais de indculo

Emergéncia

Potencial de inoculo (horas)

Fungos 0 24 48 72
S. macrospora 99 a 100 a 99,5 a 99,5 a
S. maydis 98,5 a 100 a 100 a 100 a
CV (%) 1,10

*Médias seguidas pela mesma letra minuscula na coluna, ndo diferem entre si, pelo Teste
de Scott-Knott, a 5% de probabilidade.
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O resultado do teste de médias permite afirmar que a inoculagdo com
ambos os isolados de Stenocarpella sp. em diferentes potenciais de incoélulo, ndo
afetou as sementes tolerantes ao fungo. Esse resultado pode ser devido ao nivel
de tolerdncia das sementes, e que os tempos de exposicdo ao fungo foram
insuficientes para uma infec¢do que causasse danos severos.

Wiser, Kramer e Ullstrup (1960), estudando a resisténcia a doenga,
relataram que nio existe germoplasma com resisténcia completa a Stenocarpella
sp., € que existe variabilidade genética para essa resisténcia, o que sugere que
através de programas de melhoramento especificos possa-se conseguir hibridos
resistentes a podriddo branca da espiga.

Mario, Reis e Bonato (2003), em um estudo mais recente testaram diferentes
hibridos de milho & podriddo branca da espiga, ¢ relataram que na identificagio de
materiais resistentes, se sugere utilizar métodos artificiais de inoculagdo, visando

aumentar a presso de selecdo e confiabilidade nos resultados.

4.1.5 Indice de velocidade de emergéncia (IVE)

e Sementes suscetiveis a Stenocarpella sp.

Mesmo com suscetibilidade ao fungo, o potencial de indculo utilizado
pode néo ter sido suficiente para afetar o desempenho das sementes de milho com

relagdo a velocidade de emergéncia de plantulas (Tabela 13).
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Tabela 13 Valores médios do indice de velocidade de emergéncia (IVE) de
sementes suscetiveis e inoculadas com S. maydis e S. macrospora,
submetidas a diferentes potenciais de in6culo

IVE

Potencial de inoculo (horas)

Fungos 0 24 48 72
S. macrospora 4340 a 4387 a 43,45 a 4218 a
S. maydis 43,48 a 43,85a 43,05 a 41,38 a
CV (%) 4,9

*Médias seguidas pela mesma letra mintiscula na coluna, ndo diferem entre si, pelo Teste
de Scott-Knott, a 5% de probabilidade.

Nao houve diferenca significativa entre as médias em nenhum fator
estudado para os resultados do indice de velocidade de emergéncia em sementes

do genotipo suscetivel ao fungo.
¢ Sementes tolerantes a Stenocarpella sp.

Para sementes tolerantes inoculadas com S. maydis e S. macrospora sob
diferentes potenciais de indculo, houve efeito significativo para os tratamentos
(Figura 4), e para as espécies fungicas separadamente, sendo as médias obtidas
pelo teste de Scott-Knott, a 5% de probabilidade, para as sementes inoculadas
com S. maydis de 45,58, e para S. macrospora de 44,5, portanto, as plantulas
provenientes de sementes tolerantes inoculadas com S. maydis levaram maior
tempo para emergir do substrato. Pinto (1998) caracterizou S. maydis como um
fungo altamente agressivo no estagio de germinagdo, podendo ocasionar a morte
do embrido e o tombamento de plantulas, o que pode explicar o comportamento

do material tolerante no teste de emergéncia sob inoculagio dessa espécie.
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Figura 4 Indice de velocidade de emergéncia de plantulas de sementes de milho
tolerantes ao fungo Stenocarpella sp. submetidas a diferentes
potenciais de inoculo. Lavras, MG, 2014

O comportamento das sementes tolerantes submetidas aos diferentes
potenciais de inoculo para os resultados do indice de velocidade de emergéncia
seguiu uma tendéncia linear. Quanto maior o tempo de exposi¢do ao fungo maior
foi o indice de velocidade de emergéncia, ou seja, as plantulas levaram mais
tempo para emergir.

O nivel de tolerancia do material é controlado por fatores genéticos, o que
pode ter contribuido para que o efeito tanto dos tratamentos quanto das espécies
de Stenocarpella sp. inoculadas fosse significativos quando avaliados pelo do

indice de velocidade de emergéncia.

4.1.6 Sanidade de sementes
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e Sementes suscetiveis a Stenocarpella sp.

Para os resultados do teste de sanidade (Blotter test) na primeira leitura, feita
com sete dias, das sementes suscetiveis ¢ inoculadas com as duas espécies fingicas
estudadas, observa-se efeito significativo tanto para os tratamentos (Figura 5) quanto
para fungos, isoladamente, sendo que as médias sem transformagdo dos dados de
ocorréncia foram de 2% para S. maydis e 0,625% para S. macrospora, resultados
semelhantes aos obtidos por Siqueira et al. (2014), que afirmam que S. maydis possui
maior capacidade para infectar sementes de milho.

O género Stenocarpella sp. leva um maior tempo para desenvolver estruturas
tipicas para a detec¢@o nas sementes, nesse caso, as sementes mesmo inoculadas com
as duas espécies separadamente e submetidas aos diferentes potenciais de indculo, na
leitura de sete dias nfo apresentaram grande quantidade do fungo, porém houve uma

sutil diferenca, sendo a espécie S. maydis detectada em maior quantidade.
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Figura 5 Ocorréncia de Stenocarpella sp. na primeira leitura do Blotter test, em
sementes suscetiveis ao fungo, submetidas a diferentes potenciais de
inoculo. Lavras, MG, 2014
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Observa-se de acordo com a andlise de regressdo uma tendéncia linear,
em que a medida que se aumenta o potencial de indculo, aumenta-se também a

incidéncia de Stenocarpella sp.
¢ Outros fungos

Na Tabela 14 e 15 pode-se observar os resultados da ocorréncia de outros
patdgenos em sementes de milho suscetiveis e inoculadas com S. maydis e S.

macrospora submetidas a diferentes potenciais de indculo.

Tabela 14 Ocorréncia de outros fungos (%) em sementes de milho, suscetiveis, inoculadas
com o fungo S. macrospora, submetidas a diferentes potenciais de indculo

Potencial de inoculo de S. macrospora (horas)

Fungos (%) 0 24 48 72
Fusarium sp. 65 78 82 53
Penicillium sp. 23 6 2 4
Aspergillus sp. 5 3 26
Rhizopus sp. 1 0 1 1
Nigrospora sp. 0,5 0 0,5 0
Colletotrichum sp. 0,5 0 0 0,5
Cladosporium sp. 0 0,5 0 0

Tabela 15 Ocorréncia de outros fungos (%) em sementes de milho, suscetiveis ¢ inoculadas
com o fungo S. maydis, submetidas a diferentes potenciais de indculo

Potencial de inéculo de S. maydis (horas)

Fungos (%) 0 24 48 72
Fusarium sp. 59 56 77 82
Penicillium sp. 5 3 8
Aspergillus sp. 10 2 18 14
Rhizopus sp. 0 0
Nigrospora sp. 0,5 0
Colletotrichum sp. 0 0 0,5
Thichoderma sp. 0,5 0 0,5 0,5
Dreschslera sp. 0,5 0 0 0
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No teste de sanidade (“Blotter test”) foram feitas leituras para outros
fungos aos sete dias. Observa-se um alto percentual de Fusarium sp. nas
sementes suscetiveis inoculadas com Stenocarpella maydis e S. macrospora, esse
fato dificultou a deteccdo de Stenocarpella sp., pois seu desenvolvimento ¢ lento,
e o fungo Fusarium sp. tem crescimento mais rapido tomando as sementes
primeiro, ndo dando espago para o desenvolvimento de Stenocarpella sp. No
entanto, foi possivel detectar a presenta do fungo inoculado aos quatorze dias, nas
sementes que apresentavam as estruturas caracteristicas mesmo que em pouca
quantidade. Nerbass, Casa e Angelo (2008), analisando a sanidade de sementes
de milho comercializadas em Santa Catarina € no Rio Grande do Sul, também
verificaram as maiores incidéncias no teste de sanidade para os fungos F.

verticillioides, Penicillium spp. e A. flavus.
¢ Sementes tolerantes a Stenocarpella sp.

Nao foi observada ocorréncia do patéogeno em nenhuma semente na
primeira leitura do “Blotter test” realizada aos sete dias.

No Brasil, poucos sio os relatos sobre a resisténcia genética de hibridos
comerciais as espécies de Stenocarpella. Mario e Prestes (1997), avaliando 196
gendtipos de milho, encontraram 37% resistentes a2 mancha foliar de Diplodia.
Analisando a incidéncia de S. maydis e S. macrospora em sementes de seis hibridos,
Mario, Reis e Bonato (2003) constataram diferencas significativas entre esses hibridos

quanto ao seu nivel de resisténcia as duas espécies, questionando a possibilidade de que

aresisténcia a S. macrospora ¢ a S. maydis tenham controles genéticos distintos.

4.1.6.1 Incidéncia (aos quatorze dias) e intensidade de Stenocarpella sp.

o Sementes suscetiveis a Stenocarpella sp.



55

Aos quatorze dias foi feita a segunda leitura do “Blotter test”, e de acordo
com a analise de variancia para a incidéncia e intensidade da doenga, (Tabela 8)
observa-se efeito significativo para o fator tratamento, isoladamente (Figura 6, 7).
Para o fator fungos de acordo com o teste de médias para os dados ndo
transformados, as sementes inoculadas com S. maydis obtiveram 0,53% e S.
macrospora, 0,81%, de intensidade da doenca. Ja para incidéncia, as médias

foram de 2%, e 2,93% para S. maydis e S. macrospora respectivamente.
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Figura 6 Incidéncia de Stenocarpella sp. na leitura de quatorze dias do “Blotter test” de
sementes suscetiveis, submetidas a diferentes potenciais de indculo
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Figura 7 Porcentagem de intensidade da doenga em sementes de milho
suscetiveis submetidas a diferentes potenciais de indculo com o fungo
Stenocarpella sp.

¢ Sementes tolerantes a Stenocarpella sp.

Para as sementes do gendtipo tolerante, observa-se efeito significativo
para a interagdo ente os tratamentos x fungos, tanto para incidéncia (Tabela 16;

Figura 8) quanto para intensidade da doenca, (Tabela 17; Figura 9).
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Figura 8 Porcentagem de incidéncia de Stenocarpella sp. em sementes

tolerantes de milho, submetidas a diferentes potenciais de indculo

Tabela 16 Incidéncia de Stenocarpella maydis e S. macrospora em sementes

tolerantes de milho no Blotter test na leitura aos quatorze dias, (dados
sem transformac2o)

Incidéncia (%)

Potencial de inéculo (horas)

Fungos 0 24 48 72
S. macrospora Oa 26,5a 26,5 a 46 a
S. maydis Oa 8,5b 19,5a 18,5b
CV (%) 38,02

*Médias seguidas pela mesma letra minuscula na coluna, ndo diferem entre si, pelo Teste
de Scott-Knott, a 5% de probabilidade.
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Figura 9 Intensidade da doenca em sementes tolerantes de milho submetidas a
diferentes potenciais de indculo, inoculadas com S. maydis e S.
macrospora

Tabela 17 Intensidade da doenca em sementes de milho suscetiveis, inoculadas
com S. maydis e S. macrospora submetidas a diferentes potenciais de
inéculo, (dados sem transformagéo)

Intensidade (%)

Potencial de inoculo (horas)

Fungos 0 24 48 72
S. macrospora Oa 7a 8,25a 15,5a
S. maydis Oa 2,12b 5b 487b
CV (%) 44,26

*Médias seguidas pela mesma letra minuscula na coluna, ndo diferem entre si, pelo Teste
de Scott-Knott, a 5% de probabilidade.
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De acordo com os resultados, a espécie S. macrospora foi detectada em
maior porcentagem tanto para incidéncia, quanto para severidade da doenga nas

sementes tolerantes inoculadas e submetidas a diferentes potenciais de in6culo.

¢ Outros fungos

Nas tabelas 18 e 19 observa-se os resultados da ocorréncia de outros
patdgenos em sementes de milho tolerantes e inoculadas com S. maydis e S.

macrospora submetidas a diferentes potenciais de indculo.

Tabela 18 Ocorréncia de outros fungos (%) em sementes de milho, tolerantes e
inoculadas com o fungo S. macrospora, submetidas a diferentes
potenciais de inoculo

Potencial de inéculo de S. macrospora (horas)

Fungos (%) 0 24 48 72
Fusarium sp. 1 18 27 34
Penicillium sp. 6 6 12 60
Aspergillus 0,5 4 1 0,5
Trichoderma 0 0 0 0,5

Tabela 19 Ocorréncia de outros fungos (%) em sementes de milho, tolerantes e
inoculadas com o fungo S. maydis, submetidas a diferentes potenciais

de indéculo
Potencial de indculo de S. maydis (horas)

Fungos (%) 0 24 48 72
Fusarium sp. 4 6 13 55
Penicillium sp. 9 9 27 13
Aspergillus 1 0 0,5 0,5
Nigrospora 0 0 0 0,5
Trichoderma 0 0 0 0,5
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Para as porcentagens de outros fungos, na leitura de sete dias do
Blotter test, pode-se observar maiores valores para Fusarium sp., Penicillium
sp, € Aspergillus sp. Ramos et al. (2010), realizaram um levantamento da
microflora presente em grios ardidos e em sementes de milho, e constatou que
dentre os patdgenos principais, Fusarium spp. € Penicillium sp. foram os
géneros encontrados em maior incidéncia, tanto nos graos como nas sementes

nas safras estudadas.

4.2 Atividade isoenzimatica

Em relagdo ao perfil isoenzimatico de sementes suscetiveis e
tolerantes inoculadas com S. maydis e S. macrospora e submetidas a
diferentes potenciais de in6culo, e dos isolados especificos, (Figura 10), foi
observado que nas sementes tolerantes inoculadas com S. maydis, houve uma
atividade crescente de esterase de acordo com o aumento do potencial de
inoculo a que as sementes foram submetidas (1). Como a esterase (EST) esta
diretamente ligada a constituicdo de membranas celulares, podemos relacionar
esse resultado com o ataque do patdégeno afetando a membrana de acordo com
o potencial de in6culo, sendo que nos potenciais de 48 e 72 horas houve uma
maior atividade dessa enzima. Para os demais materiais, observa-se uma
atividade constante de esterase.

Para os isolados flngicos, observa-se uma isoforma que pode ser
caracteristica do género Stenocarpella sp. (2). Essa mesma isoforma esta
presente na maioria dos materiais inoculados em diferentes intensidades,
muito evidenciada no potencial de 72 horas em sementes suscetiveis

inoculadas com S. maydis.
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Figura 10 Atividade da enzima esterase (EST) em sementes de milho suscetiveis
e tolerantes inoculadas com S. maydis e S. macrospora ¢ submetidas a
diferentes potenciais de indculo

A adogdo de marcadores isoenzimdticos no diagndstico e
determinagdo da diversidade genética de fitopatdgenos deve-se,
principalmente, a sua simplicidade de uso, rapidez, seguranga e amplitude
dos resultados obtidos, (TEIXEIRA; VIEIRA; MACHADO, 2004). Esses
autores conseguiram separar isolados de Acremonium strictum de Fusarium
verticilioides, através dessa técnica, fungos que apresentam similaridades
morfoldgicas.

Pode-se observar que pela atividade da enzima esterase ¢ possivel
separar os isolados de S. maydis e S. macrospora, porém ndo é possivel
separa-los nas sementes inoculadas com cada um separadamente. Dorrance,
Miller e Warren (1999), estudando polimorfismo isoenzimdtico e
variabilidade cultural de isolados de S. maydis coletados nos EUA ¢ na

Africa do Sul, concluiram que um baixo nivel de polimorfismo
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isoenzimatico foi detectado nessa colecdo de isolados, sendo encontrado
apenas por esterase, hexose quinase, e malato desidrogenase. A cor das
colonias e producdo picnidios foram varidveis ao longo de varios
experimentos, indicando que esses fenotipos sdo marcadores genéticos
variaveis. Evidenciando a dificuldade de diferenciagdo e estabelecimento de
um padrio para a espécie de S. maydis, pois os isolados mesmo que da
mesma espécie ainda possuem peculiaridades.

Carvalho, Vieira e Machado (1997), através dos perfis de esterase,
fosfatase 4acida e peroxidase distinguiram os isolados C. gossypii do
C.gossypii var. cephalosporioides. Concluiram que a utilizagdo de padroes
eletroforéticos empregando marcadores bioquimicos pode ser uma
ferramenta util na diferenciacido dos dois fungos.

Padrdes isoenzimdticos também sdo usados para diferenciacdo de
aspectos ligados a qualidade e at¢ mesmo para diferenciacdo de materiais
genéticos. Gomes et al. (2000), usaram esses padrdes para estudar o efeito
da heterose na qualidade fisiologica em sementes de milho e constataram
que determinados cruzamentos produziram sementes de alta qualidade,
relacionando os resultados dos testes fisiologicos com a atividade de
isoenzimas. De acordo com a figura 11, observa-se a diferenga no padrio da
isoenzima esterase para as sementes tolerantes e suscetiveis ao fungo (3),
podendo ser uma ferramenta util na diferenciagdo de cultivares de milho.
Nos tratamentos em que existe maior atividade dessa enzima existe também

uma maior desestruturacdo de membranas.

4.3 Deteccao de Stenocarpella sp. por meio da técnica de PCR

A qualidade do DNA genomico extraido das amostras foi verificada

através da andlise por espectrofotometria, com os valores expressos para a
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razdo de absorbancia 260/280, dentro dos padrdes de qualidade para todas as
amostras, com os limites de 1,5 a 2.

De acordo com a analise em gel de agarose a 1% dos fragmentos do
DNA obtidos com a amplificagio em PCR dos isolados de S. maydis ¢ S.
macrospora inoculados em sementes suscetiveis e tolerantes ao complexo
Stenocarpella sp. submetidas a diferentes potenciais de indculo, utilizando
os primers P1/P2, confeccionados por Xia e Achar (2001), observa-se
bandas de aproximadamente 375 pares de base, sem diferenciacdo das
espécies, como relatado por Barrocas et al. (2012).

Os primers P1/P2, desenhados por Xia e Achar (2001), foram
testados anteriormente por Barrocas et al. (2012), que confirmaram a
especificidade desse par de primers apenas para o género Stenocarpella sp.,
o diferenciando de Fusarium verticilioides e Fusarium graminearum,
porém, ndo foi observada especificidade suficiente para a diferenciacio das
espécies, S. maydis e S. macrospora. Nas sementes suscetiveis inoculadas
com S. maydis, o DNA gendémico foi amplificado para todos os potenciais de
indculo, ja em sementes suscetiveis inoculas com S. macrospora, houve
amplificacdo para o potencial de inoculo de 48 e 72 horas.

Nas sementes tolerantes o DNA gendémico foi amplificado para os
potenciais de 48 e 72 horas e para sementes tolerantes inoculadas com S.

macrospora houve amplificacdo para todos os potenciais (Figura 11).
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Figura 11 Amplificacdo do DNA gendmico de sementes de milho inoculadas
com S. maydis e S. macrospora submetidas a diferentes potenciais de
inéculo. Linhas 1, 2, 3, e 4 representam a amplificacdo do DNA de
sementes suscetiveis ao fungo, inoculadas com S. maydis, em quatro
potenciais de inoculo (0, 24, 48, e 72 horas respectivamente). Linhas
5, 6, 7 e 8, representam a amplificacio do DNA de sementes
suscetiveis inoculadas com S. macrospora nos mesmos potenciais de
inéculo. Linhas 9, 10, 11, e 12, representam o DNA de sementes
tolerantes inoculadas com S. maydis, e as linhas 13, 14 15, e 16,
representam o DNA das sementes tolerantes inoculadas com S.
macrospora sob 0s mesmos potenciais de indculo descritos
anteriormente. Linha M — 200 pb ladder DNA (Amersham, E.U.A).
Linha A — DNA gendmico do isolado de S. maydis. Linha B — DNA
gendmico do isolado de S. macrospora

A amplifica¢do ocorrida nas amostras que ndo foram inoculadas com
o fungo estudado, ou seja, nas linhas 1 e 13, que correspondem ao potencial
de indculo zero, significa que mesmo nas sementes que ndo foram
submetidas a inoculagcdo pode existir Stenocarpella sp. em niveis muito
baixos, ndo sendo significativa essa presengca nos testes fisiologicos
realizados. As sementes utilizadas no estudo ndo foram tratadas com
nenhum fungicida, passando apenas por uma desinfestagdo superficial com
hipoclorito de sédio a 2%.

O aparecimento de bandas duplas ndo caracteriza a amplificacdo do

material genético do fungo, sendo assim, pode ter ocorrido algum tipo de
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contaminac¢@o ou até mesmo a formagdo de dimeros de primers, que ocorre
quando hd um excesso de primers, levando ao pareamento de primers por
complementaridade de sequéncia na extremidade 3° (MALONE et al., 20006).
E possivel também que tenha ocorrido desuniformidade na inoculagdo, uma
vez que apenas 0,4 g do material macerado foi retirado para realizacdo da
reacdo de PCR.

Para os potenciais de indculo de 48 e 72 horas foi possivel observar
banda caracteristica do género Stenocarpella. Barrocas et al. (2012),
estudando a sensibilidade da técnica de PCR para a série de diluigdo,
utilizando o DNA extraido de sementes inoculadas com S. maydis,
concluiram que com até 2% de infec¢do todas as amostras testadas foram
positivas na diagnose do fungo Stenocarpella sp., sendo esse valor muito
varidvel de acordo com o fungo estudado. Existe a necessidade de novos
estudos com utilizagdo de um maior nimero de isolados, de forma
representativa para cada uma das espécies, até o ponto de caracterizar um
padrdo para a construgcdo de primers que possam detectar S. maydis e S.

macrospora separadamente.

4.4 Espectroscopia no infravermelho préximo

Os espectros obtidos das amostras avaliadas estdo representados na

Figura 12. Observa-se que os espectros apresentam perfis semelhantes.
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Figura 12 Representacdo dos espectros no infravermelho préximo obtidos de
sementes de milho suscetiveis e tolerantes inoculadas e ndo inoculadas
com S. maydis e S. macrospora apds processamento por correcio
multiplicativa de sinais: A — Sementes de milho suscetiveis inoculadas
e ndo inoculadas com S. maydis; B — Sementes de milho suscetiveis
inoculadas e ndo inoculadas com S. macrospora; C — Sementes de
milho suscetiveis inoculadas e ndo inoculadas com S. maydis e S.
macrospora, D — Sementes de milho tolerantes inoculadas e ndo
inoculadas com S. maydis; E — Sementes de milho tolerantes
inoculadas e ndo inoculadas com S. macrospora; F — Sementes de
milho tolerantes inoculadas e ndo inoculadas com S. maydis e S.
macrospora.
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Observa-se pela andlise espectral, os espectros A, B e C, correspondentes as
sementes de milho do gendtipo suscetivel, e D, E e F, correspondentes as sementes de
milho do gendtipo tolerante, elevagdes em aproximadamente 6.600 cm™, que
corresponde ao grupo quimico (R)NH,, em 8.700 cm™, que corresponde a CH, e
CH;, e em 9.750 cm™, correspondente ao grupo quimico RNH,.

Estudando a composi¢do quimica de sementes de milho, a média é de
72% de amido, 9,5% proteinas, 9% fibra (a maioria residuo detergente neutro) e
4% de 6leo. O amido é um polissacarideo constituido de amilose e amilopectina,
que sdo carboidratos complexos, ja as proteinas sdo macromoléculas constituidas
por combinag¢des de aminoacidos, e o 6leo sdo ésteres de acidos graxos e glicerol
(PAES, 2006). Gutkoski et al. (2009), realizaram determinacdes de matéria seca e
dos constituintes: umidade, proteina bruta, lipidios, minerais, carboidratos e fibra
a partir da utilizagdo da curva de calibragdo Fartan do NIR. Os resultados das
leituras realizadas foram expressos em porcentagem ¢ em base seca, ndo havendo

comparagdo com outros materiais por meio dos espectros.

e Discriminacio entre amostras de sementes de milho suscetiveis inoculadas

e nfo inoculadas com Stenocarpella maydis e Stenocarpella macrospora
Para a construcdo desse modelo foram usadas 100 sementes que nio
foram submetidas a inoculacdo, e outras 300 sementes que correspondem aos
potenciais de indculo de 24, 48 e 72 horas inoculadas com S. maydis e S.
macrospora separadamente. As amostras de 1 a 100 foram denominadas de
classe 1 (sem exposicdo ao fungo) e as amostras de 101 a 400 foram
denominadas de classe 2 (com exposi¢do ao fungo em diferentes potenciais de
indculo). Sendo que 25% de amostras foram retiradas do modelo para o teste
de validag@o. Os resultados da calibragdo e validagdo do modelo estdo

representados nas Tabelas 20 e 21.
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Tabela 20 Parametros de desempenho do modelo PLS-DA para sementes de milho
suscetiveis inoculadas e ndo inoculadas com S. maydis com 15 variaveis
latentes para validac@o cruzada e 9 varidveis latentes para calibragdo

Sementes suscetiveis com e sem inoculacio de S. maydis

Acerto (%)
Calibragao 92,33
Calibragdo (y- randomization) 3,66
Validagdo cruzada 91,66
Teste (validagdo externa) 93,00

O modelo utilizado para discriminacdo de sementes de milho
suscetiveis inoculadas e ndo inoculadas com S. maydis apresentou alto
percentual de acerto para calibracdo, validacdo cruzada, baixo percentual de
acerto para o teste de y-randomization, e alto percentual de acerto para o
teste de validagao.

A porcentagem de acerto na calibragdo refere-se as 400 amostras
totais menos os 25% que foram retirados para teste. A porcentagem de
acerto da validag@o cruzada refere-se ao teste em que se retira uma amostra
e testa 0 modelo inumeras vezes, e a calibracdo y-radomization ¢ o teste
onde se embaralha as classes e testa-se as amostras. Além dessa andlise,
ainda testa-se os 25% das amostras restantes para validar o modelo.

De acordo com o modelo obtido observa-se que para as amostras que
foram divididas na classe 1, trés foram classificadas como da classe 2. Duas
amostras da classe 2 foram classificadas como pertencentes a classe 1, para

validagdo cruzada.
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Tabela 21 Parametros de desempenho do modelo PLS-DA para sementes de
milho suscetiveis inoculadas e ndo inoculadas com S. macrospora
com 15 variaveis latentes para validacdo cruzada e 9 variaveis latentes
para calibragdo

Sementes suscetiveis com e sem inoculac¢io de S. macrospora

Acerto (%)
Calibragdo 92,25
Calibragao (y- randomization) 3,58
Validag@o cruzada 91,61
Teste (validag@o externa) 100

O modelo utilizado para discriminagdo de sementes de milho suscetiveis
inoculadas e nfo inoculadas com S. macrospora apresentou alto percentual de
acerto para calibragfo, validagdo cruzada, baixo percentual de acerto para o teste
de y-randomization, e nenhum erro para o grupo teste.

Para o modelo construido para as sementes de milho inoculadas e néo
inoculadas com §. macrospora observa-se no teste de validagdo cruzada que 2
amostras que teoricamente pertenciam a classe 2 (com fungo) foram classificadas
na classe 1, e também 1 amostra que inicialmente foi classificada na classe 1
(sem fungo), foi classificada na classe 2. Esse tipo de erro pode ser devido a
inoculagdo desuniforme das sementes, ou mesmo, devido a presenga de outros
microrganismos fitopatogénicos semelhantes quimicamente a Stenocarpella sp.,
fazendo com que ocorresse um confundimento, ou erro, na classificagdo dessas

amostras no modelo criado.

e Discriminacio entre amostras de sementes de milho suscetiveis nao
inoculadas e inoculadas com S. macrospora e S. maydis visando a
separacio das espécies flingicas
Na constru¢do do modelo para separagdo de sementes suscetiveis

inoculadas com S. maydis, sementes suscetiveis inoculadas com S. macrospora, e
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de sementes que ndo foram submetidas a inoculagdo foi estabelecida a classe 1
composta por 100 sementes que ndo foram submetidas a nenhum potencial de
indculo. A classe 2 para sementes suscetiveis inoculadas com S. macrospora, sendo
esta classe compreendida pelos espectros de 100 sementes submetidas a cada
potencial de indculo (24, 48 e 72 horas), totalizando 300 sementes inoculadas com
essa espécie. A mesma divisdo foi feita para as sementes inoculadas com S. maydis
formando a classe 3, sendo o modelo composto por 700 sementes. De 1 a 100,
classe 1: sementes sem inoculagdo, de 101 a 400 sementes inoculadas com S.
maydis, e de 401 a 700, classe 3: sementes inoculadas com S. macrospora. Os

resultados da calibragao e validagdo do modelo sdo representados na Tabela 22.

Tabela 22 Pardmetros de desempenho do modelo PLS-DA para sementes de
milho suscetiveis ndo inoculadas e inoculadas com S. maydis e S.
macrospora com 15 variaveis latentes para validagdo cruzada e 9
variaveis latentes para calibragio

Sementes suscetiveis com e sem inoculacio de S. maydis e S. macrospora

Acerto (%)
Calibragdo 82,28
Calibragdo (y- randomization) 0,28
Validag¢do cruzada 78,66
Teste (validagdo externa) 90,85

O modelo utilizado para discriminagdo de sementes de milho suscetiveis
ndo inoculadas e inoculadas com S. maydis e S. macrospora apresentou menor
percentual de acerto para calibragio, validacdo cruzada e baixo percentual de
acerto para o teste de y-randomization, em relagdo aos modelos criados para cada
espécie separadamente. Isso mostra que as duas espécies fungicas tém alguma
semelhanca em si, sendo a separac@o por espectros no infravermelho passivel de
maiores erros quando as amostras das duas espécies fingicas sdo analisadas em

um mesmo modelo.
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De acordo com o resultado observa-se um confundimento entre as classes
pré-estabelecidas para o modelo de separagdo das duas espécies fungicas. Com 5
amostras classificadas erroneamente como classe 1, 6 amostras classificadas
erroneamente na classe 2, e 6 amostras também classificadas erroneamente na

classe 3, para o teste de validagdo cruzada.

e Discriminacio entre amostras de sementes de milho tolerantes
inoculadas e nio inoculadas com Stenocarpella maydis e Stenocarpella
macrospora

Para a construgdo desse modelo, utilizou-se a mesma metodologia
anterior, sendo que as sementes de milho sdo tolerantes ao fungo estudado. Foram
estabelecidas as classes 1, sem fungo e 2 para os potenciais de indculo a que as
sementes tolerantes foram submetidas (24, 48 e 72 horas), totalizando, 100
sementes para classe 1, e 300 sementes para classe 2. Os resultados da calibracdo

e validacdo do modelo sdo representados nas Tabelas 23 e 24.

Tabela 23 Parametros de desempenho do modelo PLS-DA para sementes de milho
tolerantes inoculadas e ndo inoculadas com S. maydis com 15 varidveis
latentes para validaco cruzada e 9 variaveis latentes para calibragdo

Sementes tolerantes com e sem inoculacio de S. maydis

Acerto (%)
Calibragio 99,66
Calibragéo (y- randomization) 4,5
Valida¢do cruzada 99,33
Teste (validagdo externa) 100

O modelo utilizado para discriminagdo de sementes de milho tolerantes
inoculadas e ndo inoculadas com S. maydis apresentou alto percentual de acerto

para calibragdo, alto percentual de acerto para validagdo cruzada, percentual de
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acerto relativamente alto para o teste de y-randomization, e nenhum erro para o
grupo de 25% de amostras teste.

O modelo estabelecido para sementes tolerantes inoculadas com .
maydis foi capaz de separar as sementes sem inoculagdo das inoculadas de acordo

com as classes pré-estabelecidas sem nenhum erro para validagdo cruzada.

Tabela 24 Parametros de desempenho do modelo PLS-DA para sementes de
milho suscetiveis inoculadas e ndo inoculadas com S. macrospora
com 15 variaveis latentes para validagdo cruzada e 9 varidveis latentes
para calibragdo

Sementes tolerantes com e sem inoculaciio de S. macrospora

Acerto (%)
Calibragao 99,33
Calibrag@o (y- randomization) 9,63
Validag¢do cruzada 99,33
Teste (validagdo externa) 99

O modelo utilizado para discriminacdo de sementes de milho tolerantes
inoculadas e ndo inoculadas com S. macrospora também apresentou alto percentual
de acerto para calibrago e validagdo cruzada. O percentual de acerto para o teste de
y-randomization foi maior em relagdo ao modelo criado para S. maydis, e para o teste
apresentou percentual de acerto menor que o modelo anterior.

Observa-se na representacdo do modelo estabelecido para sementes
tolerantes inoculadas com S. macrospora para validagio cruzada, que foi possivel
separar as sementes sem inoculag@o das inoculadas de acordo com as classes pré-

estabelecidas sem nenhum erro para o teste de validacdo cruzada.

e Discriminacio entre amostras de sementes de milho tolerantes niao
inoculadas e inoculadas com S. macrospora e S. maydis visando a
separacio das espécies flingicas
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Para constru¢do do modelo para separacdo de sementes tolerantes
inoculadas com S. maydis, sementes tolerantes inoculadas com S. macrospora, e
de sementes que ndo foram submetidas a inoculagdo, foi estabelecida a classe 1
composta por 100 sementes que ndo foram submetidas a nenhum potencial de
inéculo. A classe 2 para sementes suscetiveis inoculadas com S. macrospora,
sendo esta classe compreendida pelos espectros de 100 sementes submetidas a
cada potencial de indculo (24, 48 e 72 horas), totalizando 300 sementes
inoculadas com essa espécie. A mesma divisdo foi feita para as sementes
inoculadas com S. maydis formando a classe 3, sendo o modelo composto por 700
sementes. De 1 a 100, classe 1: sementes sem inoculacdo, de 101 a 400 sementes
inoculadas com S. maydis, e de 401 a 700, classe 3: sementes inoculadas com S.
macrospora. Os resultados da calibragio e validagdo do modelo sio

representados na Tabela 25.

Tabela 25 Parametros de desempenho do modelo PLS-DA para sementes de
milho tolerantes ndo inoculadas e inoculadas com S. maydis e S.
macrospora com 15 variaveis latentes para validagdo cruzada e 9
variaveis latentes para calibracio

Sementes tolerantes com e sem inoculaciio de S. maydis e S. macrospora

Acerto (%)
Calibragdo 93,71
Calibragio (y- randomization) 0,20
Validag@o cruzada 92,38
Teste (validago externa) 90,85

O modelo utilizado para discriminagdo de sementes de milho tolerantes
inoculadas e nfo inoculadas com Stenocarpella sp. visando a separacdo das
espécies fungicas de S. maydis e S. macrospora apresentou alto percentual de
acerto para calibragdo e validacdo cruzada, sendo o percentual de acerto para o

teste de y-randomization foi mais baixo em relacdo aos modelos criados para
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cada espécie separadamente. A porcentagem de acertos para o grupo de amostras
teste foi a menor dentro dos modelos construidos para esse genotipo.

O modelo estabelecido para sementes tolerantes inoculadas com .
maydis ¢ S. macrospora foi capaz de separar as sementes sem inoculagdo das
inoculadas com as duas espécies fungicas de acordo com as classes pré-

estabelecidas com 1 amostra errada para o teste de validagio cruzada.
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5 CONCLUSOES

Com o aumento do potencial de indculo houve ligeiro decréscimo na
qualidade fisioldgica das sementes inoculadas com os isolados fungicos.

A inoculag@o de sementes de milho suscetiveis e tolerantes com isolados
de S. maydis e S. macrospora foi eficiente para a deteccdo do fungo por meio da
técnica de PCR e por meio do “Blotter test”.

A avaliagdo da isoenzima esterase pode auxiliar na diferenciagdo de
isolados de Stenocarpella sp., e de cultivares de milho.

A técnica de espectroscopia no infravermelho préoximo com modelos de
calibra¢@o construidos pelo método de minimos quadrados parciais com analise
discriminante (PLS-DA) € promissora para a detecc¢do de Stenocarpella maydis e
Stenocarpella macrospora em sementes suscetiveis e tolerantes de milho

inoculadas com esses fungos.
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