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RESUMO

As sementes sdo importantes e eficientes veicadisseminacéo de
patégenos. Os fungos fitopatogénicos podem asseeias sementes durante o
seu desenvolvimento, apds a colheita e durantemnaz@namento. Dentre os
principais fungos transportados pelas sementes dbo,mo Fusarium
verticillioides se destaca pela frequéncia com que ocorre, sesponsavel
principalmente pela podriddo das sementes e redig&standes. Diante disso,
objetivou-se neste trabalho avaliar a exprességedes associados a presenca
do fungo Fusarium verticillioides e a sua influéncia no desempenho de
sementes de milho submetidas a diferentes potsrdgaindculo. O trabalho foi
desenvolvido no Laboratério Central de Andlise denéntes e Laboratério de
Patologia de Sementes, da Universidade Federalagieas, em Lavras-MG.
Foram utilizadas trés cultivares de milho hibriB 840 PRO, BM 810 e BM
207 recém-colhidas, cedidas pela empresa Biomafpimeiramente, as
sementes foram colocadas em contato com a coldngch desenvolvida em
meio BDA+ manitol no potencial hidrico -2,0MPa. Ap6 crescimento da
coldnia, as sementes foram distribuidas sob o meimanecendo no substrato
por diferentes periodos de contaminacao (0, 2472& 96 horas). Em seguida,
parte das sementes foi armazenada por sete mesanlEante ndo controlado,
e em outra parte realizou-se as avaliagbes. Costentenhas foram utilizadas
sementes tratadas e nao inoculadas. A qualidadédfica das sementes foi
avaliada por meio dos testes de germinacéo, panceintagem de germinagao,
emergéncia, indice de velocidade de emergénciaste tie frio, enquanto a
gualidade sanitaria foi determinada pBlotter testcom congelamento. Para a
analise de transcritos foi estudada a expressagatesZea may<lone 276247
proteina hipotética, PoliubiquitirmZea maysroteina spatula. Pode-se concluir
que o aumento do potencial de indculo do fuRgwerticillioides nas sementes
de milho gera uma reducdo da qualidade fisiologiza potenciais de 72 e 96
horas, principalmente nas sementes que foram amadae por sete meses em
ambiente ndo controlado. Os gedes mayslone 276247 proteina hipotétiea
Zea maysproteina spatula se mostraram promissores parandifidacdo de
materiais contaminados com o furigoverticillioides

Palavras-chave:gRT-PCRInfeccao. Restricdo hidrica.



ABSTRACT

Seeds are important and efficient vehicles for disemination of
pathogens.The phytopathogenic fungi may associatde seeds during their
development, after the harvest and during storagery the main fungi carried
by the corn seedsusariumverticillioidestands by the frequency with which it
occurs, being mainly responsible for seed rot auliced stands.Therefore, this
study aimed to evaluate the genes expression asstdio the presence of the
fungi Fusariumverticillioides and its influence on the corn performance
submitted to different inoculum potential.The studys conducted at the
Central Laboratory ofSeedAnalysis and Seed Patldl@adporatory, at Federal
University of Lavras-MG.There were used three wal$ of corn hybrid: BM
840 PRO, BM 810 and BM 207 freshly harvestedpbeg by the company
Biomatrix.First, the seeds were placed in contdth the fungal colonies grown
on BDA + manitol in water potential -2.0MPa.Afteslony growth, seeds were
distributed in the middle, remaining on the sulistréor different times of
contamination (0, 24, 48, 72 and 96 hours).Themesseeds were stored for
seven months under the uncontrolled ambient, armmthiar part were held the
evaluations.As witnesses were used treated seed nahdinoculated.The
physiological seed quality was assessed by meatieajermination tests, first
count of germination, emergence, speed rate of ganey and cold test, while
the sanitary quality was determined by Bhaiter teswith freezing.For the
transcripts analysis werestudiedthe gene expres&ian maysclone 276247
hypothetical protein, Polyubiquitin andea maysprotein spatula.lt can be
concluded that the increase of potential of the gifun inoculum F.
verticillioidedn the corn seeds generates a decrease in theofaigysal quality
potentials of 72 and 96 hours, mainly in the segele stored for seven months
under uncontrolled ambient. TH#ea maygenes - clone 276247 - hypothetical
protein andZea mayspatula protein showed promise for the identifmatof
contaminatedmaterialswith the fufgiverticillioides

Keywords:gRT-PCR Infection.Water restriction.
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1 INTRODUCAO

O milho ¢Zea may4..) € um dos principais cereais cultivados no nand
fornecendo produtos para a alimentagdo humanamahnalém de matéria-
prima para a indastria. Devido a importancia ecdnéndessa cultura é
crescente a demanda por sementes hibridas de milho alta qualidade,
fazendo com que as empresas produtoras de senasltiesn, muitas vezes,
padrdes de qualidade mais rigidos do que os estithes pelo sistema de
certificacdo de sementes (GOMES et al., 2000).

Entre os varios fatores que afetam a qualidadedsane fisiolégica das
sementes de milho, os micro-organismos sao comsideros mais importantes,
por estarem relacionados diretamente com a baixaingcao e vigor, além de
acelerar o processo de deterioragcdo durante o anaento. As sementes
também sdo importantes veiculos de disseminacgmidgenos, sendo que a
maioria das doencas que incidem na cultura do niéhoseus agentes causais
transmitidos por elas.

Os fungos fitopatogénicos podem associar-se a semate milho
durante o seu desenvolvimento, apos a colheitarantiuo armazenamento. A
espécie fungica mais comumente associada a serdenteilho no Brasil é
Fusarium verticillioides sendo que espécies do gén&spergillustambém sao
frequentemente veiculadas por essas sementes (CREAS, 2003). Essa
associacdo, na maioria das vezes, reduz a qualfddolégica das sementes,
favorecendo também a dispersdo de patdgenos a slodigpdncias e a
transmisséo de patdgenos da semente a planta.

Esses patdgenos que, frequentemente associanssmeastes de milho,
produzem toxinas prejudiciais a salde humana e ahni@ Fusarium

verticillioides é a principal espécie produtora de fumonisinasipgrde

micotoxinas que ocorrem a sementes de milho, edufos a base de milho,
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consideradas peldnternational Agency for Research on CancgARQ
cancerigenas para seres humanos (INTERNATIONAL AGENFOR
RESEARCH ON CANCER, 1993; MARASAS, 1996). Portantorna-se
necessario, o desenvolvimento de técnicas parteagd® rapida e segura desses
patégenos, facilitando assim a tomada de decisObse so destino e a
distribuicdo geografica dos lotes.

Assim, para que sejam desenvolvidos métodos degdetedpidos para
verificar a presenca desses micro-organismos eres late sementes, a
identificacé@o, e o estudo da expresséo de gerssiaehdos a infecgdo dessas
sementes é de fundamental importancia no ententbrdesses mecanismos.

A técnica de PCR em tempo real tem sido promissargesquisas que
relacionam os genes de resposta das plantas aessest bidticos, podendo
assim, ser usada para avaliar a expressdo de dera#e a infeccdo desses
patégenos em sementes de milho.

Diante disso, objetivou-se nesta pesquisa avalexpaessdo de genes
associados a presenca do furgmarium verticillioides e a sua influéncia no
desempenho de sementes de milho submetidas a ntifer@otenciais de

inoculo.



17

2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Fusarium verticillioidesassociado a sementes de milho

A semente é um dos principais insumos da agricultue contém o
potencial genético da espécie, o que permite angiitede alto rendimento. Para
gue ela possa expressar todo o seu potencial ggnétnecessario que seja de
alta qualidade fisiol6gica e sanitaria. As sememteanilho sdo suscetiveis a
diversos tipos de fungos durante as diferentes fasgroducdo, podendo esses
causar prejuizos durante o seu desenvolvimentampa, reducdo do estande e
debilitacdo das plantulas (CAPPELINI et al., 2008drios micro-organismos
podem ser encontrados no solo, entre elésjsarium verticillioides principal
patdégeno associado a sementes de milho, causadpodialdo da base do
colmo e podridao-da-espiga (NERBASS; CASSA; ANGELZD08; REIS;
CASA; BRESOLIN, 2004).

Esse patdgeno é capaz de produzir micotoxinas agenp se acumular
nas sementes, reduzindo o estande e, consequetgeraeproducdo. Dessa
maneira, a presenca desse fungo nas sementes rardie gmportancia, nao
apenas devido aos danos econémicos, mas tambérmpergo de consumo dos
graos infectados e seus derivados, uma vez que @EsEgeno produz
micotoxinas cancerigenas, com efeito comprovadutp tpara animais como
para o homem (RHEEDER et al.,, 1992). Para seu aentdeve-se procurar
eliminar ou reduzir o inéculo nas suas principaistés, ou seja, em sementes e
restos culturais. Além disso, a diagnose preverdives da semeadura, assim
como o tratamento quimico de sementes, sdo megigaauxiliam no combate
as principais doencas transmitidas por ele (COSTa €2003).

O F. verticillioides apresenta padrbes distintos, quanto a taxa de

crescimento micelial e caracteristicas patogénieassementes e plantulas de
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milho, podendo representar um risco ao estabelettta cultura, pela reducéo
da germinagéo e emergéncia de plantulas (KUHNEM@BR\et al., 2013).

Machado et al. (2013), tém associado a presenEaviticillioidesnas
sementes com a reducdo da germinacdo e emerg&wiglahtulas de milho,
principalmente em condicfes adversas.

Beckert et al. (2001), avaliando a emergéncia esemvolvimento de
plantulas de milho, em solo umido, frio e secojfiearam que a presenca do
fungo Fusarium verticillioidesnas sementes nao influenciou a emergéncia de
plantulas em substratos esterilizados. Resultagloglbantes foram encontrados
em pesquisa realizada por Ramos et al. (2014), een aggerminacdo das
sementes de milho nao foi afetada pela presenfiandoF. verticillioides

O Fusarium verticillioidesé classificado como um fungo de campo, e
requer um teor de umidade em equilibrio com a udeidalativa de 90-100%
para se desenvolver (MILLER, 1995; SINHA; SINHA919. E um fungo tipico
de regibes quentes e secas, sendo relatado em dedogais de cultivo de
milho, além disso, varias espécies cultivadas sapddeiras desse fungo, como
Oryza sativa(arroz), Glycine max(soja), Sorghum bicolor(sorgo), Gossypium
hirsutum (algodao),Hordeum vulgare(cevada),Phaseolus vulgarigfeijao),
Triticum aestivun{trigo), entre outros (BRASIL, 2014).

Apesar dos avancgos ja alcancados no conhecimebte acbiologia e
identificacdo dd-. verticillioides o desenvolvimento de metodologias para sua
deteccdo rapida e precisa em sementes, com baspriecipios culturais,
morfolégicos e moleculares, torna-se de extremaitédpcia em programas de
certificacdo de sementes para a comercializacda. #deteccdo molecular de
fungos em sementes, é necessario que, 0s marcaxolesulares, no caso par
de primers sejam testados quanto a especificidade e otimizpdra 0 maximo
de sensibilidade entre a associacdo semente/pat§E&@MBROWSKI et al.,
2006).
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A deteccdo e a diagnose precisa de patdgenos eentemré uma das
etapas mais importantes do sistema de producamkgrOs critérios utilizados
para a deteccdo de fungos em sementes seguem ras eggovadas pela
International Seed Testing Associatip8TA) e, em sua maioria, consistem em
estimular os micro-organismos a produzirem estastuipicas de cada fungo,
formadas sobre ou ao redor das sementes que parmisaa identificacdo, por
meio deBlotter testou teste de incubacdo em substrato de papel dififoebido
em meio de cultura (INTERNATIONAL SEED TESTING ASS@TION -
ISTA, 1981; MACHADO; LANGERAK, 2002; NEERGAARD, 19j.

Com os avancos da biologia molecular, técnicas rsaissiveis e
precisas tém sido amplamente utilizadas para agiierapida e segura de
patdégenos em lotes de sementes, e o0 estudo daskpmde genes especificos da
interacdo semente/patdégeno fundamentais para aléode decisdo quanto ao
destino e forma de armazenamento desses lotes.

Detalhes sobre a deteccaoFeverticillioidesem sementes de milho e
outras espécies hospedeiras sdo descritos no MdauAhalise Sanitaria de
Sementes, que faz parte das Regras para AnaliSerdentes publicadas pelo
Ministério da Agricultura (BRASIL, 2009).

A deteccdo molecular de patégenos em sementesneiar do PCR
convencional, tem sido relatada em alguns patessi&t. Entre eles se
encontramSclerotinia sclerotiorunem soja (BOTELHO, 2011%tenocarpella
maydis e Stenocarpella macrosporam milho (BARROCAS et al., 2012),
Magnoporthe grizeaem arroz (CHADHA; GOPALAKRISHNA, 2006) e
Plasmopara hastedém sementes de girassol (I0OS et al., 2007).

O PCR em tempo real tem sido promissor na ideatifio e estudo de
genes que possam estar envolvidos no mecanismafelg;do da interacédo
patégeno/semente que na maioria das vezes causalas pereparaveis e

irreversiveis. Para identificar genes diferencialiteeexpressos em sementes de
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trigo da cultivar Ning 7840, considerada uma dasgcps cultivares resistentes a
Giberela Kong, Anderson e Ohm (2005) utilizaram o métodohibridizagéo
subtrativa supressiva (SSH), seguidogiRT-PCR As sementes de trigo foram
infectadas conf. graminearumem diferentes potenciais de inéculo (2, 6, 12,
24, 36, 72 e 96 h), e segundo esses autores s@is gaacionados a defesa das
sementes ao fungo foram identificados.

Caixeta (2012), trabalhando cdm verticillioides por meio da técnica
de hibridizacdo subtrativa identificou possiveisnege que podem estar
associados a presenca do fungo em sementes de. rDidmdre 0s genes
encontrados esta@oliubiquiting Proteina Hipotéticae Proteina Spatulaomo

potenciais promissores na identificacdo de seménfestadas pelo fungo.

2.2 Inoculacdo em sementes

A disponibilidade de sementes contaminadas € iedsjvel a conducéo
de diversos estudos na area de patologia de sememteo metodologia de
deteccdo de patdgenos, teste de eficiéncia demeata de sementes e
epidemiologia de doencas transmitidas por sem@ua€HADO, 1988).

A maioria dos métodos utilizados na inoculacaoutgds em sementes,
disponibiliza umidade suficiente para o inicio dmgesso de embebi¢do e
germinacdo das sementes. Esse fendmeno normalmeraetransformacdes
fisicas e/ou fisioldégicas que podem dificultar antificacdo dos fungos durante
a avaliacdo, podendo ndo assegurar a infeccdo paiigeno em niveis
desejados (TEIXEIRA et al., 2005).

O uso da técnica de restricdo hidrica tem sidoaefito controle da
germinagdo de sementes por meio de substratosiggggara inocular fungos
(COSTA, 2003; MACHADO et al., 2004). Esse métodengte a inibi¢cdo ou o

retardamento da germinacdo das sementes, possithdita exposicdo dessas a
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colénia do fungo por periodos prolongados, obtemamior infeccdo das
sementes (TEIXEIRA et al., 2005).

A inoculacdo de sementes por meio dessa técnicaitEnpromissora e
bastante eficiente para todos os patossistemadaests (CARVALHO, 1999;
CELANO, 2004; COSTA et al, 2003; MACHADO; LANGERAK2002;
MACHADO et al.,, 2004; SOUSA et al., 2008). Porém,naculacdo pelo
contato de sementes com coldnias de fungos enratbgbr meio da técnica de
restricdo hidrica apresenta limitacdes.

A exposi¢cdo das sementes sobre a colbnia do patéderante um
tempo requerido para a infeccdo maior que 36 tpwds causar danos, de modo
gue o soluto utilizado na restricdo pode tornatés@o ou causar alteracfes
estruturais nas sementes, como a degradacdo demudéculas (proteinas,
lipideos, acidos nucleicos) e, consequente, dim@mui das atividades
bioquimicas (COOLBEAR, 1995; MACHADO et al.,, 200R|BEIRO et al.,
2002).

Para Machado et al. (2001a), o uso da restric&ichidm meio BDA +
manitol permite que as sementes de milho figuenogtag aos fungd3iplodia
maydis Fusarium verticillioidese Cephalosporium acremoniymesultando em
maior niumero de plantulas doentes oriundas de semaroculadas. O mesmo
comportamento foi verificado em experimentos cBwulletotrichum gossyppi
var. cephalosporioided-usarium oxysporurfi sp.vasinfectune Botryodiplodia
theobromaeem sementes de algoddo (MACHADO; LANGERAK, 2002).

De acordo com Machado et al. (2004), o nivel deepagdo ou
colonizacdo do patdégeno nas sementes pode seplagistrde acordo com o
tempo de exposicdo das sementes ao fungo. Em hoalo@senvolvido por
Carvalho (1999), as sementes de milho que foraculadas conStenocarpella
maydisapresentaram um nivel de infeccdo de 67% apOsr@6 de exposicdo a

colbnia fungica.
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Dessa forma, a utilizacéo da técnica de restri¢doch como meio de
se obter sementes infectadas apresenta vantageredagi@o a outros métodos
por ndo depender de aspectos como sazonalidadegedacdes morosas que
nem sempre mostram resultados satisfatérios (MACEBADal., 2004).

2.3 Armazenamento e qualidade fisiolégica de semestde milho

O armazenamento de sementes constitui uma forno@asegecondmica
de conservacdo da diversidade genética vegetalagmwobd de germoplasmas,
mantendo-as em um ambiente, no qual as mudangal$disas e boquimicas
sejam mantidas em nivel aceitdvel. Também apés mefibmmento a
preservacao da qualidade de sementes é de funddingpbrtancia no processo
produtivo, pois a qualidade das sementes armazerdalae ser mantida, no
minimo, até a época de semeadura.

A qualidade fisiologica € adquirida durante o desb/imento e pode
ser perdida por processos deteriorativos, que podigpiar durante o
armazenamento. De acordo com Padua e Vieira (2004} de sementes com
porcentagem de germinacdo semelhantes, mas coiis derevigor diferentes,
podem apresentar diferencas na velocidade de aletgfio, dependendo das
condi¢Bes de armazenamento.

No armazenamento, as sementes respiram continugnoaemsumindo
suas reservas e transformando-as em dioxido dermrlagua e calor, sendo
gue a perda desses compostos quimicos durante azemamento deve ser
reduzida, implantando-se processos de manusei@rdentes que garantam a
qualidade do produto armazenado, evitando assindaperuantitativas e
qualitativas (PEDROSA; CIRNE; MAGALHAES NETO, 1999)

A manisfestagdo da deterioracdo das sementes egth associada ao

armazenamento, assim, teoricamente, tem inicio owtopde maturidade
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fisiolégica e pode ser acelerada e estendida giériedo de poés-semeadura
(MARCOS FILHO, 2005).

Segundo Vieira et al. (2002), a deterioracdo delggea semente
armazenada pode acontecer de forma rapida ou lel#pendendo das
caracteriscticas ambientais e da propria sememieuEhe (2002), afirmou que
a deterioracdo das sementes é um complexo de naslgne ocorrem com o
passar do tempo, resultando na diminuicdo do demgmpdas mesmas.

Entre as principais altera¢des envolvidas na aeterdo, sdo observadas
alterac@o da composi¢édo quimica, quebra de prsteimaoxidacao de lipideos;
alteracéo da integridade de membranas, o0 esgotameneservas, aumento da
permeabilidade e desorganizacdo das membranasicals enzimaticas e de
nucleotideos (FERREIRA; BORGHETTI, 2004), resul@nda reducdo de
germinagao e no vigor.

Geralmente, a reducdo da temperatura, da umidadienieosidade,
reduz o metabolismo das sementes e evita o atagumicko-organismos,
aumentando sua longevidade (VIEIRA et al., 2008%0l¢é observado na
pesquisa de Tanaka, Maeda e Almeida (2001), adaliarassociacdo de fungos
e sementes de milho durante 12 meses de armazepasneicamara fria (14°C,
40% UR) e ambiente ndo controlado. Esses autordEaeam maior incidéncia
dos principais fungos de campdilternaria alternata Bipolaris maydis
Cephalosporium  acremoniym Cladosporium  herbarum Fusarium
verticillioides Rhizoctonia solani Rhizopus sppe Trichoderma spp cuja
sobrevivéncia decresceu ao longo do armazenamgmiogipalmente em
ambiente ndo controlado. Nessas condicdes, a $e&meia deF. verticillioides
foi diminuindo gradativamente até o final dos 1%

Também em pesquisa realizada por Cappelini et 2005), foi
verificada uma reduc¢édo da incidénciaFdeverticillioidesem sementes de milho

de 98% para 63% quando externamente, e de 41% 3@ quando
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internamente, apdés 12 meses de armazenamento solic@Es ambientes.
Matos et al. (2013), verificaram que o tratamergosdmentes de milho com a
mistura dos fungicidas pyraclostrobin e tiofanattifico (50 mL i.a. 100 kgt de
sementes), e carbendazim, thiram e micronutriefit@® mL i.a. 100 kg! de
sementes) foi eficiente em manter a qualidade Ifigioa das sementes, e
reduziu a incidéncia deF. verticillioides ao longo do periodo de
armazenamento.
Vilela et al. (2010) ndo observaram diminuicdo niigativa na

incidéncia deFusarium oxysporunf.sp. phaseoli em sementes de feijao

infectadas e armazenadas durante 10 meses.

2.4 Expressao Génica

Com o uso generalizado do milho e aumento da desnpodelevadas
producdes, existe a necessidade do desenvolvindentaltivares com maiores
rendimentos e melhor resisténcia ao ataque de graiég Para esse fim, os
estudos devem ser conduzidos para melhor compne@sdmecanismos que
governam a infestacdo e infeccdo de sementes de rpibr fungos e a
identificacéo de genes que expressam de formaiéispec

Muitos eventos relacionados ao crescimento, debemento de
plantas ou até mesmo em resposta a varios estimsdws resultantes da
alteracdo da expressdo de genes na planta. Umaranalee conhecer essa
informacdo expressa pelo genoma é pela analise Ni&. FPor meio da
guantificacdo e qualificacdo dos niveis de tratmxrnas células vegetais é
possivel que genes, diferencialmente expressosamosgr identificados e,
consequentemente, sua fungdo metabdlica possaestigada (KUHN et al.,

2001).
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A capacidade de medir, simultaneamente, a expredsauilhares de
genes tem levado ao desenvolvimento de técnicas wazl mais complexas,
dentre elas o PCR quantitativo em tempo rgRITcPCR, usado recentemente
como ferramenta no estudo da expressao génicargifqpzgdo de sequéncias
especificas em plantas.

O gRT-PCRpermite que a amplificacdo seja acompanhada emotemp
real, durante a fase exponencial da corrida, fazemin que a quantidade de
material inicial seja determinada com precisdo.n@oacomparado com outras
técnicas de avaliagdo existentes, essa permitedateacdo do acido nucleico de
maneira rapida, especifica e muito sensivel (GACHEAINDRENAN, 2004).
Um dos agentes que tem a capacidade de ligarmaddfiiplas de DNA capaz de
gerar fluorescéncia é 8YBRGreenpermitindo a quantificagdo de cDNA em
tempo real. Esse agente possui tecnologia simplessp relativamente baixo e
sensibilidade quando comparado aos demais (NOVRAIBES-ALVES, 2004).
Para expressar os resultados dos ensaios de qamdtd, pode-se utilizar a
quantificacdo relativa, que pode ser deduzida demsihdo diferencas det
(ciclo threshold. O Ct é o nimero de ciclos no qual a fluorescéncia gerad
dentro de uma reacdo cruza a linha-bdkeeghold, entre as amostras e 0s
padrbes de expressdo constitutiva (BUSTIN, 200@)ya Resses padrdes sdo
necessarios genes de referéncia endégenos queratendrés requisitos: ter
baixa heterogeneidade entre cultivares, ser espeqiara a espécie a ser
estudada e exibir baixo nimero de cépias (DING4200

Essa técnica tem sido de grande importancia nanapgimento dos
conhecimentos na era pos-gendmica, sendo utilizada@studos com plantas
para a determinagcdo do nimero de insercdes de T-®NAlantas transgénicas
(INGHAN et al., 2001; YANG et al., 2005), quantdico nivel de trasncritos em
6rgdos vegetais (HERNANDEZ et al., 2001; WANG et 2012), validacédo de

experimentos de miccroarranjos e monitoramento demdrcadores
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(VANGUILDER; VRANA; FREEMAN, 2008), quantificar a rpsenca de
transgénicos em grados e sementes (NASCIMENTO, 20d0antificar a

presenca de patogenos em sementes (CHILVERS eRQ7) e tem sido
empregado com sucesso na analise da expressaociak genes na cultura do
milho (FU et al., 2012; YANG et al., 2011; ZHAO@at, 2004).

Na cultura do milho, a expressdo génica utilizamg®T-PCR foi
utilizada por Luo et al. (2008), no intuito de elttem as caracteristicas da
expressao génica durante o desenvolvimento dasigesn€oi observado que os
genes que conferem a atividade de defesa antifiimgis sementes apresentam-
se de maneira mais significativa 40 dias apds #ipatdo. J4 Uzarowska
(2009), empregou essa técnica para analisar genesidténcia a virus. Péde-se
observar um padréo na expressao de genes relagfoaadsisténcia ao mosaico
da cana-de-agucar (SCMV) em milho. Além disso,foidentificados possiveis
marcadores para a manipulacéo de resisténcia ad/SCM

Segundo Guillemette, lacomi-Vasilescu e Simone8@04}, a técnica de
PCR em tempo real foi capaz de detectar a incidémeAlternaria brassicae
em sementes de cruciferas em niveis a partir de N2ébleil et al. (2004)
trabalhando com sementes de trigo infectadas Tilletia caries concluiram
gue a técnica dgRT-PCRé promissora na identificagdo do fungo.

Diante do exposto, a técnica de PCR em tempo redé ser uma
alternativa em estudos de expressao de proteinadvielas no mecanismo de
infeccdo de sementes por patdgenos, as quaisrelddmnadas com o inicio do
processo de deterioracao.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Local

O experimento foi realizado no Laboratério Centdal Analise de
Sementes e Laboratério de Patologia de SementesDdpartamentos de
Agricultura e Fitopatologia da Universidade FeddealLavras (UFLA).

Foram utilizadas trés cultivares de milho hibridecém-colhidas,
cedidas pela empresa Biomatrix. As sementes fomalbmetidas ao teste de
germinacéo, para verificar o perfil de cada lotedos apresentaram germinagao
superior a 92%. Além disso, as sementes foram didaseao teste de sanidade,
e apenas os fungd’hizopus stoloniferAspergillus spp. Penicillium spp. e
Fusariumspp., detectados.

Tabela 1 Caracteristicas das sementes de milhigadtils no experimento e

resisténcia ao fungo Fusarium verticillioides?

Hibrido Base Genética Empresa Resisténcia?
BM 840 PRO HS Biomatrix MR
BM 810 HS Biomatrix MS
BM 207 HT Biomatrix MS

linformacdes fornecidas pela empresa produtoraetagntes
2MR — medianamente resistente; MS — medianamesteptivel

3.2 Obtencéo do isolado das sementes de milho

O isolado dg~usarium verticillioides patogénico ao milho, designado
para as inoculactes, foi obtido a partir das messeasentes de milho, pelo
métodoBlotter test Apés a identificac@o das coldniaskleverticillioides essas
foram transferidas para placas de Petri (5 cm deneliro), contendo BDA
(Batata Dextrose Agar) e mantidas em camara deisresto do tipo BOD a
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temperatura de 25° C durante sete dias. Obtidasuligras puras, foram

mantidas em microtubos até sua utilizagdo.

3.3 Inoculacdo das sementes cofusarium verticillioides

As sementes de milho foram inoculadas densarium verticillioides
pelo método de restricdo hidrica em substrato zagoi (MACHADO et al.,
2001a). Para a inoculagéo foi utilizado potendidtibo de -2,0 MPa e adicdo de
manitol a0 meio BDA (Batata Dextrose Agar) a 2%, @acas de Petri (15 cm
de didmetro) que foram inoculadas com suspens&orddios provenientes das
culturas puras do fungo. Em seguida as placas fdiatribuidas ao acaso em
camara de crescimento do tipo BOD a temperatu2b®ge e fotoperiodo de 12
horas, durante cinco dias para o desenvolvimerg@al@nias do fungo.

Apés esse periodo, as sementes de milho previardesiefestadas por
imersdo em hipoclorito de sédio a 1% por um minildggadas e secas foram
distribuidas uniformemente, em camada simples,esabrcolénias e mantidas
em camara de crescimento do tipo BOD com temperaggulada a 25 + 1°C e
fotoperiodo de 12 horas por: 0, 24, 48, 72, 96hdrago apds a exposi¢ao nos
diferentes potenciais de indculo, as sementes fomatadas para secar por 24
horas em condi¢bes ambientais de laboratério. Ejuid® parte das sementes
foi armazenada em embalagens de papel trifoliado,um periodo de sete
meses em ambiente ndo controlado, e outra partetifiziada nas avaliagbes
apos cada periodo de inoculacao.

Como testemunhas foram utilizadas sementes tratamhaso fungicida
Derosal Plus®, na dose de 200 a 300 mL para cadl&dde sementes, o qual
tem como principio ativ&Carbendazim+ Tiram, a fim de obter sementes com

baixa incidéncia de fungo.
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A determinacdo da qualidade fisiolégica das serseftifeita pelos
testes de germinacao (G), primeira contagem deigac¢éno (PCG), emergéncia
(E), indice de velocidade de emergéncia (IVE),stetele frio (F), enquanto a
gualidade sanitaria (S) foi determinada lotter testcom congelamento.

3.4 Avaliacéo da qualidade fisioldgica e sanitaridas sementes de milho

3.4.1 Teor de Agua

O teor de 4gua das sementes foi determinado peilodméle estufa a
105°C durante 24 horas, utilizando-se duas subamsose cada tratamento,
conforme as Regras para Andlise de Sementes — BR3SIL, 2009). Os
resultados foram expressos em percentagem média (iozida).

3.4.2 Teste de Germinacao

Para o teste de germinacdo foram utilizadas quapeticGes de 50
sementes distribuidas sobre substrato rolo de papwldecido com uma
guantidade de agua destilada equivalente a 2,5 wepeso seco do substrato e
colocado em germinador a temperatura de 25°C +2%0ntagem das plantulas
foi realizada aos quatro e sete dias apés a semaed@RASIL, 2009) e os
resultados expressos em porcentagem de plantulemaiso A Primeira
Contagem de Germinacdo (PC) -foi realizada com o teste de germinacao,

avaliando-se o numero de plantulas normais aosaqdats apos a semeadura.
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3.4.3 Emergéncia de Plantulas

A emergéncia foi realizada com quatro repeticeS@esementes em
bandejas plasticas contendo areia e solo mistursa@soporcao de 2:1, a uma
profundidade de 1,5 cm. Apds a semeadura, as lentteam distribuidas ao
acaso em uma camara de crescimento vegetal, copetaiura de 25°C e
fotoperiodo de 12 horas. A irrigacédo do substraiodalizada a cada dois dias,
com o mesmo volume de agua para cada bandeja. Agénoéa das plantulas
foi computada quando se estabilizaram, avaliando-sgimero de plantulas
normais aos dez dias ap6s a semeadura. Os resuf@don expressos em
porcentagemindice de Velocidade de Emergéncia (IVE) -a partir do inicio
da emergéncia, foram realizadas avaliaces di&iammputado o nimero de
plantulas emergidas. O calculo do indice de vebmi#dde emergéncia foi feito

conforme a férmula proposta por (MAGUIRE, 1962).

3.4.4 Teste de Frio

A semeadura foi realizada em bandejas plasticaizantdo como
substrato uma mistura de solo e areia na propoded@:1. A umidade do
substrato foi ajustada para 60% da capacidaderdpacaApds a semeadura, as
sementes foram cobertas com 3 cm da mistura deasgilm, e em seguida foram
dispostas ao acaso em camara fria a temperatir@®@edurante um periodo de
sete dias. Findo esse periodo, as bandejas forantidam em camara de
crescimento vegetal a temperatura de 25°C e fdtmfede 12 horas durante
sete dias, efetuando-se a contagem de plantulemisoemergidas (BARROS et
al., 1999).



31

3.4.5 Teste de Sanidade

O teste de sanidade das sementes foi avaliadoBletter testcom
congelamento. As sementes foram previamente detiafes com hipoclorito de
sédio a 1% durante um minuto, para eliminar a eoimacao superficial pelo
fungo Fusarium verticillioides Foram utilizadas oito repeticdes de 25 sementes
distribuidas em placas de Petri (15 cm de didmetantendo trés folhas de
papel filtro, previamente esterilizadas e umedecidam &gua destilada e
esterilizada. As sementes foram incubadas por ashibtemperatura de 20°C +
2°C, em camara com fotoperiodo de 12 horas de L2 koras de escuro, e
transferidas para o freezer por mais 24 horas eamenmte incubadas a
temperatura de 20°C + 2°C, por cinco dias. Padartificacdo da incidéncia de
Fusarium verticillioidesnas sementes, foi utilizado o microscépio estexgne

e 0s resultados expressos em porcentagem de seroentaminadas.

3.5 Andlise da expressdo de genes associados a gmea de Fusarium

verticillioides por meio da técnica degRT-PCR

A andlise de genes associados a presenca do firugarium
verticillioides por meio da técnica dgRT-PCRfoi dividida em quatro etapas:
Extracdo e Purificagdo do RNA, TranscricAo Revg@ia Sintese do cDNA,
PCR em Tempo Real, e Andlise dos Resultados.

Para a extracdo do RNA, utilizaram-se sementesr@asultivares (BM
840 PRO, BM 810 e BM 207) inoculadas cémverticillioides e tratadas com

o fungicida Derosal Plus (testemunhas), antes & apdmazenamento.
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3.5.1 Extracéo e Purificacdo do RNA

Para a extragdo do RNA as sementes de milho foracemadas na
presenca de nitrogénio liquido e com adicao doerga§ure LinkRNA Plant®
(Invitrogen), seguindo as especificagcdes do manual do faleican

A integridade do RNA foi verificada e visualizada gel de agarose 1%
utilizando-se o corante fluorescerdelRed A quantificacdo do RNA foi feita
em espectrofotdbmetro, utilizando-se comprimentograta de 260 e 280 nm.

As amostras de RNA total foram tratadas cBiNAse DNA Free
(TURBO DNAse - Ambion), seguindo protocolo conformecomendagfes do
fabricante, para evitar qualquer contaminagdo ctdA.OPara verificar a pureza
do RNA, apos o tratamento codNAse foi realizada uma PCR convencional
com todas as amostras, comprovando a nao ampdificdg DNA. Nessa reacdo
como controle positivo foi utilizada uma amostraDi¢A de sementes de milho
e osprimers dos controles endégenos Ubiquitina e Desidrogeddsaolica
(ADH). As amplificacBes foram avaliadas em gel de agatgs%, corado com
GelRed

3.5.2 Transcricdo Reversa para Sintese do cDNA

Apébs o processo de extracdo e purificacdo do RNArdalizada a
sintese de cDNA. Para isso foi utilizaddka High Capacity cDNA Reverse
Transcription cDNA® da Applied Biosystems seguindo o protocolo
recomendado pelo fabricante.
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3.5.3 Genes Analisados

Os genes relacionados a infec¢do das sementeslide pelo fungo
Fusarium verticillioidespara as analises de expressao pela técnigR@ePCR
(Tabela 2), foram selecionados de acordo com a umesgealizada por
(CAIXETA, 2012). Como controles enddgenos foramliasttios os genes
Ubiquitina e Desidrogenase AlcodlighDH) (SCHOLDBERG, 2009).

Tabela 2 Sequéncias dos oligonucleotideos sintletiza&specificamente para
amplificar os genes relacionados a infeccao derkusaverticillioides,

e genes de referéncia

Gene Sequéncia 5'---------- 3
Zea mays clone 276247 F CACGGACTACTCCAGGTTCTTCA
Hypothetical protein R GTGCTGGTCTGGTCGTCCTT
o F TGGTTTTTCCAGTCAGGGTCTT
Polyubiquitin R CGAGGTACCCTTCACCTTGTTC
Zea mays protein F ACCGACAAAGTTTCCATGCTAGA
SPATULA R CCATGACCAGCATCTGAAGCT
_— F AAGGCCAAGATCCAGGACAA
Ubiquitina

R TTGCTTTCCAGCGAAGATGA
F AGGACGCTGAGTTAAGACC
R CACATTTGGCAGATCAGTGC
(F) sequéncia dprimer fowarde (R) sequéncia darimer reverse

Desidrogenase AlcodlicaADH)

3.5.4 Ensaio deggRT7T-PCR

Para a analise da expressdo génica quantitativagRdrPCR foi
utilizado o equipamentABl PRISM7500Real-TimePCR (Applied Biosystenms
e o sistema de detec¢c8YBR Greem ocDNA obtido a partir dd&RNAextraido
das sementes. As condi¢Bes térmicas da reacdo ftwe2rminutos a 50°C, 10

minutos a 95°C, seguidos por 40 ciclos de 15 semuad95°C e 1 minuto a
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60°C, e finalizando com 15 segundos a 95°C. Os gddd@mm coletados e
armazenados no programa 75B8@ftware(Versdo 2.0.1). Para cada reacdo, foi
utilizado 1,0uL de cDNAdiluido 1:5, 0,2uL de cadgrimer e 5,0uL de Master
Mix SYBRGreerlUDG com ROX (Invitroger) para um volume final 10,0
uL/amostra. Os controles negativos e as curvasm@éng foram incluidos em
todas as andlises.

Foram utilizadas duas repeticdes biolégicas emraglicatas técnicas,
para cada gene em estudo, sendo os resultadoslizadoa usando o Ciclo
Threshold(CT) obtidos pela expressdo dos genes de refar@igiquitina e
Desidrogenase alcodli¢aDH).

O CT foi determinado pelo nimero de ciclos no qudluorescéncia
gerada dentro de uma reacéo cruza a linha de thasehold. Foi utilizado o
método do CT comparativo. Para isso, previamente, réalizado um
experimento de validagéo para comprovar que agedias de amplificacdo dos
genes-alvo e de referéncias sdo similares e berin@é de 100% (TYAGI,
BRATU; KRAMER, 1998). As curvas padrfes para osegeem estudo foram
geradas a partir das seguintes dilui¢cdes: 1.5, AR5, 1:625 e 1:3125. Esse
procedimento também permitiu a definicdo da melbdbuicio de cDNA
utilizada em cada reacéo, a qual foi de 1:5.

As sementes ndo armazenadas e tratadas com oifianDierosal Plus,
para cada gene, foram utilizadas como amostrabradtiras e o método
utilizado para medir a expressao relativa foi oddétda Curva Padrao Relativa,
descrito no manual do aparelhpplied BiosystemisPara a quantificacdo da
expressao génica pela técnica de PCR em tempo asaljalores obtidos
correspondentes aos niveis deRNA’s das amostras foram comparados
relativamente aos valores dos niveis mdRNA’sde controle. Apds a obtencéo
dos dados brutos, esses foram analisados por ragioodrama 750&oftware

SDS(Verséo 2.0.1). Para calcular o nivel de expres&fogenes de interesse
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foram considerados: Ct (aumento exponencial doytoode PCR) do gene-alvo

e controle endégenaCt = Ct (amostra) — Ct (controle enddégeno) AALCt =

ACt (amostra) ACt (calibrador). Em seguida o nivel de expresséodizulado
pela férmula; RQ = 2*“. Para plotagem dos gréficos utilizou-se o programa

SigmaPlot.
3.6 Andlise estatistica

Para a analise dos resultados dos testes utilizaaiasa avaliagcdo da
qualidade fisiologica foi realizada analise comunem delineamento
inteiramente casualizado em esquema fatorial 5gBde cinco tratamentos
(potenciais de in6culo — 0, 24, 48, 72 e 96 horak)as épocas de
armazenamento (0 e 7 meses), com quatro repetiQdeteito do potencial de
in6culo do fungo foi estudado por meio de uma arélie regresséo, e as médias
comparadas pelo teste de Scott-Knott a 5% de pitatzale. As analises foram
realizadas no programa estatistico SISVAR.

Os dados da expresséo relativa foram apresentadosma de graficos
de barra. A analise dos resultados de express@adie gene foi realizada de
forma comparativa, sendo utilizadas como calibradsr sementes nao
armazenadas e tratadas com o fungicida Derosaldelgada cultivar (BM 840
PRO, BM 810 e BM 207) para cada gene estudado.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

O teor de agua das sementes variou de 11,5% a 1@8ohavendo

necessidade de uniformizacao.

4.1 Qualidade das sementes antes e ap0s 0 armazeeato

Germinagéo

Com base nos resultados observados para as cestizM 840 PRO e
BM 207, foi constatada diferenca quanto a porcemagde germinacao entre as
duas épocas analisadas, a partir de 48 horas dmilagdo do fungoF.
verticillioides Para a cultivar BM 810, essa diferenca foi veaifia somente a
partir de 72 horas (Tabela 3).

Esse resultado é interessante, pois revela qual@ape fisiol6gica das
sementes avaliada pelo teste de germinacdo foredifs antes e apds o
armazenamento das sementes de milho. No entamtedidla que se aumentou o
potencial de in6culo, menores valores de germindo@am observados em
sementes armazenadas apds sete meses.

O potencial fisiolégico das sementes pode ser ad@li
tradicionalmente, pelo teste de germinacédo, codduzob condi¢Bes favoraveis
de temperatura, umidade e luminosidade, e tambéntegtes de vigor, que
avaliam o desempenho das sementes sob condi¢cdfs/atéseis. Quando
associado a presenca de patégenos, os testesalepuidem ser ainda mais
sensiveis para identificar diferencas no potenfisblogico entre lotes com
germinacéo aceitavel (RAMOS et al., 2014).
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Tabela 3 Porcentagem média de germinacdo (G%)édectitivares de milho
inoculadas com o isolado de F. verticillioides eifieréntes potenciais

de indculo, antes e apds 0 armazenamento (0 e&sjraEs sementes

Potencial de Inéculo (horas)

Cultivar Epocas
0 24 48 72 96
0 99 a 96 a 98 a 92 a 85 a
BM 840 PRO 7 100 a 99 a 84 b 66 b 54 b

CV (%) 5,37

0 96 a 89 a 89 a 62 a 58 a
BM 810

7 93 a 93 a 89a 42 b 21b
CV (%) 6,25

0 93 a 85a 91a 79 a 69 a
BM 207 7 91a 88 a 78 b 58 b 23b
CV (%) 8,50

Médias seguidas pela mesma letra mindscula naaohfio diferem entre si, pelo Teste
de Scott-Knott, a 5% de probabilidade.

Em relagéo ao teste de germinacéo (Figura 1 iapb&ervado que para
as sementes das cultivares BM 840 PRO, BM810 e BRIrndo armazenadas e
inoculadas com o fungb. verticillioides 0 aumento do potencial de inéculo
gerou reducgéo linear no percentual de germinag@@pdoximadamente 100%
para 87%, de 99% para 58% e 94% para 72%, respeive.

Provavelmente, esse fato ocorreu devido ao fuRgwerticillioides
apresentar um crescimento rapido e agressivo, dodeausar a morte das
sementes antes mesmo da germinacao.

Ja para as sementes que foram inoculadas e arrdaggr@ um periodo
de 7 meses (Figura 1 b), percebe-se também questx lhas porcentagens de
germinacdo, com queda mais acentuada em relacicsed®ntes nao
armazenadas (Figura 1 a). A cultivar BM 810 teve germinacdo reduzida de
aproximadamente 100% para 28%. Ja as cultivaresSBMPRO e BM 207 a
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reducdo foi proxima de 100% para 55% e de aproxamadte 100% para 34%,
respectivamente.

Pode-se afirmar que a reducdo da germinagéo ocapdsium estresse
provocado pela alta incidéncia desse micro-orgamisas sementes, e também
pelas condi¢cdes de armazenamento, contribuindogpaua rapida deterioracédo
e, consequente perda de qualidade.

Alguns trabalhos relatam a interferéncia &e verticillioides na
gualidade final, quando associado as sementeset@af2012) observou uma
diminuicdo da porcentagem de germinacgéo das sesnéatmilho & medida que
se aumentou o tempo de contato dessas sementesfaagp. Em outro estudo,
observou-se que em sementes de pepino inoculadas patdgeno provocou a
reducdo da germinagéo dessas sementes (MENEZES26114 ).

Comportamento semelhante também foi encontradowdmios autores,
Yang et al. (2011) trabalhando com sementes dedeeird#ectadas confr.
graminearum observaram que a germinacao dessas sementegjfadipada e
ocasionou a morte de plantulas e podriddo de rai2esta et al. (2003)
verificaram que o aumento do tempo de exposicds@agntes com o patdgeno
Fusarium oxysporurf sp.phaseolidiminui a germinacdo das mesmas. Barbosa
et al. (2013) afirmaram que apés o ponto de madedfisioldgica ou no
armazenamento, a presenca de micro-organismosépatog reduz o potencial
fisiolégico e a qualidade sanitaria das sementdéémAdisso, essa presenca
também esta associada ao decréscimo do poder g@érine menor
desenvolvimento de plantulas (MUNIZ et al., 2004).
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apos o armazenamento, submetidas a diferentesci@itede in6culo de
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Primeira Contagem de Germinagao

Os resultados da porcentagem de plantulas normajaato dia para as
cultivares BM 840 PRO e BM 207, foram semelhantes relacdo aqueles
apresentados na (Tabela 3). Observou-se diferestgtistica entre as épocas (0
e 7) a partir de 48 horas de inoculagéo, e partdtizar BM 810 essa diferenca
foi observada apés 72 horas (Tabela 4).

Segundo Goulart e Fialho (1998) a alta incidéneid dverticillioides
pode provocar reducdo do poder germinativo em sesete milho. Também,
Lucca Filho (1984) afirma que as espéciesdeariumpodem contribuir para a
reducéo do poder germinativo, sendo essa reduc@oatentuada ao longo do

armazenamento das sementes.

Tabela 4 Porcentagem média de plantulas normaibadas pelo teste de
primeira contagem de germinacdo (PC%) de trésvaudts de milho
inoculadas com o isolado de verticillioides em diferentes potenciais

de indculo, antes e apds 0 armazenamento (0 e &sjraEs sementes

Potencial de Inéculo (horas)

Cultivar Epocas
0 24 48 72 96
0 94 a 83 a 91 a 83 a 69 a
BM 840 PRO 7 92 a 89 a 75b 41b 33b

CV (%) 7,74

0 94 a 84 a 85 a 61 a 56 a
BM 810

7 91 a 88 a 82 a 34b 16 b
CV (%) 6,12
BM 207 0 87 a 81 a 88 a 77 a 67 a

7 88 a 8la 74 b 54 b 22b
CV (%) 9,18

Médias seguidas pela mesma letra mindscula na&ohfio diferem entre si, pelo Teste
de Scott-Knott, a 5% de probabilidade.
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De acordo com os resultados da primeira contagegedainagédo das
sementes antes do armazenamento (Figura 2 a)vobser diferentes efeitos
do potencial de inéculo para as cultivares estuglaélara a cultivar BM 840
PRO o comportamento foi de terceiro grau. Quandeeagentes foram tratadas
e nao inoculadas a porcentagem de germinacdo meiai contagem foi de
93% de plantulas normais. Pode-se observar quertr pa 9 horas de
inoculagdo ha uma reducdo do nimero de sementesngeias, sendo mantida
até 32 horas. ApGs esse periodo é observado migito €a inoculacdo na
porcentagem de plantulas normais devido ao maiopdede exposicdo dessas
sementes ao fungo. J4 para a cultivar BM 810 aoeftsi tempo de exposicao
das sementes com o fun§o verticillioides foi linear, ou seja, 0 aumento do
tempo de exposicdo dessas sementes ao indculoudimiporcentagem de
plantulas normais. Ap6s 96 horas de inoculacdo,eaten68% das plantulas
apresentaram-se normais. Para a cultivar BM 207 vkmiificado efeito
guadratico, partindo de 85% (sementes tratada® énpéuladas), alcancando o
maximo 86% em 18 horas de inoculacdo, e a partisedéempo houve um
decréscimo da porcentagem de plantas germinadfisaaio dia.

Na Figura 2 b estdo apresentados os resultadosutasres BM 840
PRO, BM 810 e BM 207 apés 7 meses de armazenamBata. todas as
cultivares estudadas observa-se uma tendéncia.liAsasementes inoculadas
com o fungoF. verticillioides tiveram reducdo da porcentagem de plantas
germinadas a medida que se aumentou o periodo plesieo destas ao
patégeno, diminuindo de 99% para 32% na cultivar®M PRO, de 100% para
22% na cultivar BM 810, e de 95% para 32% na BM, 20ifre as sementes nao
inoculadas com as inoculadas.

Segundo Caixeta (2012), sementes de milho inocsilacam F.
verticillioides reduziram a porcentagem de plantas germinadasdquasa

aumentou o tempo de exposicdo destas ao patdgeno.
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Em trabalho com sementes de algodao realizado pamhidlo et al.
(2004), os autores concluiram que o uso da ino&alate fungos através da
restricdo hidrica aumenta o nimero de sementeasatévido ao alto indice
alcancado por meio dessa técnica.
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Figura 2 Porcentagem de sementes de milho gernsreaddiadas pelo teste de
primeira contagem das cultivares BM 840 PRO, BM &18M 207
antes do armazenamento (a) e (b) apés o armazemarsebmetidas a
diferentes potenciais de inéculoElesarium verticillioides
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Emergéncia

Os resultados observados para a emergéncia deulpir{Tabela 5)
foram semelhantes para as cultivares BM 840 PROI S8B), uma vez que nao
houve diferenca significativa entre as épocas niferedites potenciais de
in6culo de (0, 24 e 48 horas). Observou-se que éoeducdo da emergéncia
para as sementes inoculadas com o fungo someragtinde 72 horas. Em
relacdo a cultivar BM 207 a diferenca foi constatathis cedo, em 48 horas de

inoculagéo.

Tabela 5 Porcentagem média de emergéncia (E%)édectitivares de milho
inoculadas com o isolado de F. verticillioides eiferéntes potenciais

de indculo, antes e apds 0 armazenamento (0 ees)raEs sementes

Potencial de Inéculo (horas)

Cultivar Epocas
0 24 48 72 96
0 97 a 96 a 94 a 92 a 65 a
BM 840 PRO

7 100 a 97 a 94 a 51b 41b
CV (%) 5,62

0 97 a 95a 92 a 89 a 78 a
BM 810

7 97 a 95 a 94 a 66 b 49 b
CV (%) 5,30

0 92 a 83 a 91 a 84 a 78 a
BM 207

7 94 a 89 a 70b 46 b 31lb
CV (%) 8,83

Médias seguidas pela mesma letra mindscula na&ohfio diferem entre si, pelo Teste
de Scott-Knott, a 5% de probabilidade.

Pelos resultados representados na Figura 3 aeméfed emergéncia,
verifica-se que o efeito dos diferentes potendil@isnoculo nas sementes que
nao foram armazenadas proporcionou diferencas gaantulas de todas as
cultivares. O modelo que se ajustou a cultivar BA ®RO foi o quadratico,
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sendo a maior emergéncia proxima de (100%) obsamvagbotencial de inéculo
de 26 horas. O percentual de plantulas com lesdesais baixo no potencial de
in6culo de 96 horas, provavelmente em funcdo de nuaor nimero de

sementes mortas. Ja para as cultivares BM 810 BMo efeito foi linear, o

aumento do periodo de exposicdo das sementes agepat provocou uma
reducdo da qualidade e consequente aumento do mde@lantulas anormais e
com lesGes.

Em relacdo a emergéncia de plantulas apés 7 mesasmdzenamento
das sementes, observou-se 0 mesmo efeito para asdasltivares, BM 840
PRO, BM 810 e BM 207 (Figura 3 b). A medida queasmenta o periodo de
inoculacdo das sementes ao furigoverticillioides ha uma reducao do vigor,
principalmente ao final das 96 horas, indicanddmassomo nos testes de
germinagdo e primeira contagem que a presenca flesge em sementes de
milho pode causar danos irreversiveis e muito aiyes dependendo do tempo
de exposicéo e do nivel de infeccdo alcancado.ddeda com Eira e Marcos
Filho (1990) um dos mais importantes sintomas dedgoede qualidade
fisiolégica é a lentiddo do processo de germinalg@osementes, acompanhada
pelo aumento do periodo decorrido entre a germindedprimeira e da Ultima
semente de um lote e, consequente desuniformidanie plantulas de um
mesmo lote. Além disso, quanto maior o tempo reédograra a emergéncia das
plantulas, maiores sdo os riscos oferecidos poesssts abidticos e bidticos no
campo (KHAN; ABAWI; MAGUIRRE, 1992).

Pode-se observar também, nas Figuras 3a e 3b, l@nafa do
condicionamento osmético em relacdo ao aumentootkngpial de inéculo, na
maioria das cultivares, sendo possivel verificar gwefeito foi negativo a partir
de 24 horas de exposicdo, exceto para cultivar BM BRO nao armazenada,
gue teve todas as suas plantulas emergidas (100%ptencial de 26 horas,

podendo observar um efeitpriming’ sobre as sementes dessa cultivar.
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No ambito da tecnologia de sementes o condicionemmaesmatico é
utilizado para aumentar a velocidade e a unifordédaa germinacdo de
sementes, mas ele pode ser afetado por fatores teomperatura, luz, secagem,
disponibilidade de oxigénio e contaminagcdo micnadi€ROVIERI et al., 1999).
Por isso os efeitos entre espécies, cultivareses lmodem ser variaveis (ALI;
SOUZA MACHADO; HAMILL, 1990; BRADFORD et al., 1990;
BROCKLEHURST; DEARMAN, 1983; CANTLIFFE; ELBALLA, 294).

Machado et al. (200l1a), trabalhando com sementes mibko,
verificaram que um maior periodo de contato dessagentes com o funde
verticillioides apresenta maior percentual de plantas com lesdesegse
patégeno. Isso foi observado pelos resultados ésies de emergéncia das
plantulas e de germinacdo. Também em trabalhazaelalipor Machado et al.
(2004) eles observaram que sementes de algoddoladas em diferentes
potenciais hidricos (-0,8 e -1,0 MPa) e com a mresealo patégenBusarium
oxysporunt. sp.vasinfectumhouve reducdo do ndmero de plantulas emergidas
em relacdo aquelas sementes que ndo foram inosulada

Trabalhando com sementes de soja inoculadas atdevéiécnica de
restricdo hidrica consclerotinia sclerotiorumcom um potencial de -1,0 MPa
Machado et al. (2001b) verificaram a morte de taamsementes no teste de

emergéncia de plantulas.
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apos o armazenamento das sementes
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indice de velocidade de emergéncia

Em relacdo ao teste de IVE, de um modo geral asivamds
apresentaram resultados semelhantes. Pode-se asbsgre para todas as
cultivares nos potenciais de in6culo de (0, 72 ehB6as) houve diferenca
significativa em relacdo as épocas estudadas, sarmkriores na época 0. Ja
para os potenciais de (24 e 48 horas) a cultivar@® PRO apresentou maior
indice de velocidade de emergéncia quando armaagnaal 7 meses. E a
cultivar BM 810 foi a Unica que ndo se diferenciau potencial de 24 horas,

independente da época (Tabela 6).

Tabela 6 Porcentagem média do indice de velocidademergéncia (IVE%) de
trés cultivares de milho inoculadas com o isoladd-dverticillioides
em diferentes potenciais de indculo, antes e adsazenamento (0 e

7 meses) das sementes

Potencial de In6culo (horas)

Cultivar Epocas
0 24 48 72 96
0 16 a 12 b 11b 11 a 8a
BM 840 PRO 7 13 b 15a 14 a 6b 5b

CV (%) 6,43

0 16 a 15a 13 b 12 a 11a
BM 810

7 14 b 15a 15a 10b 7b
CV (%) 6,13

0 15a 11b 12 a 10 a 10 a
BM 207 7 12 b 14 a 10 b 6b 4b
CV (%) 10,93

Médias seguidas pela mesma letra mindscula naaohfio diferem entre si, pelo Teste
de Scott-Knott, a 5% de probabilidade.

Na Figura 4 a, estédo representados os resultadbdgedd-oi verificado
que a inoculacdo do funga verticillioides nos diferentes potenciais (0, 24, 48,
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72 e 96 horas) proporcionou diferencas signifieatipara todas as cultivares
antes do armazenamento. O modelo de regressdcecpjestou aos dados da
cultivar BM 207 foi o de segundo grau. Em semenéesinoculadas, o indice de
velocidade de emergéncia foi de 14%, mas com o @tena exposicdo das
sementes ao inéculo os valores reduziram no peatedei 24 horas, esse valor
caiu para 12%, o minimo 10% foi verificado com aepaial de 77 horas. Para
as cultivares BM 840 PRO e BM 810 a tendéncia ifedr, ocorrendo uma
diminuicdo do estabelecimento de plantulas & medjda se aumentou a
guantidade de horas das sementes em contato catgepo.

Com base nos resultados do IVE (Figura 4 b), foseolmdo
comportamento diferente para as sementes armazedadailltivar BM 207 em
relacdo as sementes ndo armazenadas (Figura 4 pas & periodo de
armazenamento, essas sementes apresentaram umaighmilinear do vigor
com o aumento do periodo de inoculacdo, senddoatd maior vigor nas ndo
inoculadas (14%). Para as cultivares BM 840 PROVe&O0, o modelo que
melhor se ajustou aos dados foi 0 quadratico. Apesgéer uma queda do vigor
devido a estresses causados pela inoculacdo do é&upglas condi¢cdes naturais
do armazenamento, também foi observado que o indkcerelocidade de
emergéncia para a cultivar BM 840 PRO foi maximéolgréximo a 19 horas.
Jéa para a cultivar BM 810 o maximo alcancado fo¥18&m 28 horas de
inoculacdo. Essa maior velocidade na emergéncia €amponente relevante
para o vigor, pelo fato de proporcionar um rapistaleelecimento das plantulas.
Sementes com maior IVE possuem melhor desempenboneequentemente,
maior capacidade de resistir a alguns tipos dess#&s que possam ocorrer, além
de escapar da infeccdo causada por alguns ageattEgepicos (DAN et al.,
2010). OFusarium verticillioidesapresenta diferentes padrdes, quanto a taxa de
crescimento micelial e caracteristicas patogénirassementes e plantulas de

milho, podendo representar um risco para o estib@ato da cultura, pela
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reducdo da germinacdo e emergéncia de plantulasiEy JUNIOR et al.,
2013). Segundo Albuquerque e Carvalho (20B3Yerticillioidesé o patégeno

mais detectado em sementes de milho, e pode intarfepotencial fisioldgico,

reduzindo o estande de plantulas no campo.

v (BM 840) =-0,0692x + 14,880 R2=0.8759
¥y (BM 810) =-0,0527x + 15,951 R*=0,9848
¥ (BM 207) =0.0007x% - 0,1082x + 14,373 R*=10.8639

0 24 48 72 96

Potencial de Inéculo (horas)

v (BM 840) =-0,0017x2 + 0,0635x + 13,494 R2=0,8425

v (BM 810) =-0,0019x2 + 0,1051x + 13,037 R2=0,9575

v (BM 207) =-0,1013x + 14,1 R’=0,8375
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Figura 4 Porcentagem do indice de velocidade degémeia de sementes de
milho das cultivares BM 840 PRO BM 810 e BM 207 eantdo
armazenamento (a) e (b) apés 0 armazenamento, sdasna diferentes

potenciais de indculo deusarium verticillioides
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Teste de Frio

Os resultados observados para o teste de frio @abe foram
semelhantes em todas as cultivares nas duas épstatadas. N&o houve
diferenca significativa entre as épocas para osnpais 0 e 24 horas de
inoculagéo do fungd®. verticillioides nas sementes. A partir de 48 horas essa
diferenca ja& pode ser verificada para todas asvards. Menor vigor foi
observado nas plantulas da cultivar BM 207 nosrpidés de inéculo 48, 72 e
96 horas quando as sementes foram armazenadastpanases, apresentando
médias de 50%, 29% e 8%, respectivamente. Vesicembém que, em todas
as cultivares, quando comparadas as médias de @m&gle plantas no teste
de frio antes e apds 0 armazenamento, ocorreu gardaalidade de sementes a
partir de 48 horas, com redugbes significativas edeergéncia de plantas
naquelas que foram armazenadas.

Para avaliar o vigor das sementes de milho a naaitas empresas tem
utilizado o teste de frio. O principio do testéaa®lacionado com a exposicao
das sementes a uma baixa temperatura, alta umiédade agentes patogénicos,
devido a utilizacao de terra proveniente de areasuttivo de milho (LOVATO;
NOLI; LOVATO, 2005; WOLTZ et al., 1998). Esse tegteonsiderado um teste
de resisténcia, pois o lote de sementes que medhistir as condi¢bes adversas
€ considerado o de maior potencial fisiologico. Mléisso, o teste de frio
fornece informacdes sobre a capacidade das sentkengeperar as condices de
estresses causados no campo (VIEIRA; CARVALHO, 1994
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Tabela 7 Porcentagem média de emergéncia de @éntol teste de frio (F%)
de trés cultivares de milho inoculadas com o isoidel. verticillioides
em diferentes potenciais de indculo, antes e aggsazenamento (0 e
7 meses) das sementes

Potencial de In6culo (horas)

Cultivar Epocas
0 24 48 72 96
100 98 91 94 80
BM 840 PRO 0 a a a a a
7 98 a 96 a 55b 34 b 18 b
CV (%) 8,12
0 98 a 82 a 92 a 84 a 61 a
BM 810
7 95 a 89 a 49 b 42 b 19b
CV (%) 9,26
BM 207 0 89 a 85a 63 a 71a 62 a
7 93 a 78 a 50b 29Db 8b
CV (%) 11,0

Médias seguidas pela mesma letra mindscula na&ohfio diferem entre si, pelo Teste
de Scott-Knott, a 5% de probabilidade.

Para o teste de frio (Figura 5 a) foram constatadwsportamentos
distintos entre as cultivares ndo armazenadas damgradas comF.
verticillioides. Na cultivar BM 810 pode-se observar que a parti28idoras de
exposicdo das sementes ao fungo ha uma diminuigddagdr, sendo mantido
até proximo de 81 horas. Apés esse periodo foireade menor vigor dessas
plantulas devido a permanéncia das sementes conbauld por um maior
tempo. Ja para as cultivares BM 840 PRO e BM 2@feiio do potencial de
in6culo em relacdo ao vigor das plantulas apresamio comportamento linear.
Apo6s 96 horas de inoculagdo das sementes de nah@uwtivares (BM 810 e
BM 207) com o fungo, verificou-se menor porcentagdamplantulas normais
avaliadas no teste de frio. Isso permite inferie gqufungoF. verticillioides é

prejudicial a qualidade das sementes a partir de nével de infeccao.
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Na Figura 5 b, estdo representados os resultaddssto de frio para
aguelas sementes que foram armazenadas durantses em condigdes nao
controladas. Para todas as cultivares a tendéoidiadar, com a diminuigdo do
vigor das sementes a medida que se aumenta a ggromrdas mesmas ao
in6culo. Para a cultivar BM 840 PRO a média estmakm inoculacdo do
fungo, foi de aproximadamente 100%, ao passo que, & inoculagéo de 72
horas o valor foi de 38%, chegando a 16% de plasitvigorosas com 96 horas.
Nas sementes da cultivar BM 810 o comportamentedoielhante, as sementes
gue ndo foram inoculadas tiveram 99% das plantuigsrosas, e aquelas
inoculadas com 72 e 96 horas apresentaram 39% e ré8fectivamente. E a
cultivar BM 207 na auséncia de inoculacdo apreser@®®% de plantulas
vigorosas, mas apés 96 horas de inoculacédo essdf@ialeduzido para 7%.

Ramos et al. (2014) trabalhando com sementes te mhd trés hibridos
diferentes, concluiram que o funde graminearumreduziu o vigor das
sementes quando essas foram expostas a periodase d@ dias, a 10°C.
Avaliando o vigor de lotes de sementes contaminpdek. graminearum pelo
teste de frio, Cicero e Vieira (1994) concluirane qupresenca desse fungo nas
sementes por um periodo de sete dias em camaradtaiu 0 desempenho dos
lotes em func¢éo do nivel de infeccao.

Em trabalho com sementes de triticale, Medina, RamaParisi (2009)
verificaram uma reducdo da viabilidade Flegraminearumnas sementes, em
funcéo do tempo de exposicao a baixas temperdtloés e 30% UR).
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Teste de Sanidade

De acordo com a incidéncia Besarium verticillioidesnas sementes de
milho da cultivar BM 840 PRO, inoculadas com o rieli@ patdgeno, pode-se
observar menor média 38% no potencial de indculo2dehoras, apds o
armazenamento. Mas, com o aumento do potencialédelp, essas médias nao
se diferenciaram entre as épocas estudadas. Ja paltavar BM 810, verificou-
se diferenca significativa entre as sementes namazemadas com aquelas
armazenadas nos potenciais de 24 e 48 horas. Bddfesr que até certo nivel
de infeccdo h&d uma reducéo da porcentagem de muiédé@esse patdbgeno nas
sementes de milho, ap6és 7 meses de armazenamentandiente nao
controlado. Para a cultivar BM 207, a medida queasmenta o periodo de
exposicdo das sementes ao patégeno (24, 48 e &3)habserva-se uma
diminuicdo da incidéncia dE. verticillioides ap6és o armazenamento, exceto
para as sementes que ndo foram inoculadas 0 hpas @s inoculadas por 96
horas, que ndo apresentou diferencas estatistiahslé 8).

Tanaka, Maeda e Almeida (2001) estudando o commperteo deF.
verticillioides durante 12 meses de armazenamento em ambientem&olado,
verificaram que a sobrevivéncia do fungo em semserde milho foi
gradativamente reduzida ao longo do periodo dezenanento. Entretanto, foi
ressaltado pelos autores que o armazenamento mastes em ambiente nao
controlado, embora tenha provocado reducad-.deerticillioides a presenca
dele poderia acelerar o processo de deteriorag@asisementes.
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Tabela 8 Porcentagem média da incidéncia de Fusararticillioides em trés
cultivares de milho inoculadas com o isolado dersdtticillioides em
diferentes potenciais de inéculo, antes e apésmaznamento (0 e 7
meses) das sementes

Potencial de In6culo (horas)

Cultivar Epocas
24 48 72 96
0 100 100 100 100
BM 840 PRO 0 a a a a a
7 Oa 38b 99 a 100 a 100 a
CV (%) 5,13
0 Oa 100 a 100 a 100 a 100 a
BM 810
7 la 84 b 84 b 97 a 99 a
CV (%) 5,30
BM 207 0 la 100 a 100 a 100 a 100 a
7 la 86 b 94 b 95 b 99 a
CV (%) 6,30

Médias seguidas pela mesma letra mindscula na&ohfio diferem entre si, pelo Teste
de Scott-Knott, a 5% de probabilidade.

Na Figura 6 a, observa-se que a incidéncia do fumngeerticillioides
nas sementes de milho das cultivares BM 840 PRO,88Me BM 207, ndo
armazenadas e inoculadas com o referido patégendifezentes potenciais de
in6culo (0, 24, 48, 72 e 96 horas) foi elevadadearrescente com aumento do
tempo de exposicdo das sementes ao fungo. Pas asdcultivares, o modelo
gue se ajustou aos dados foi 0 de segundo gradp sérancado maior nivel de
infeccdo (100%) em 65 horas de inoculacao. Comaoverticillioidestambém é
um fungo de campo, as sementes ja apresentavarpoecentagem de infeccéo
mesmo antes da inoculacdo. Como esse patégeno pégilo crescimento e
penetra facilmente nos tecidos das sementes, aptsmpos de exposicdo das
sementes das cultivares BM 840 PRO, BM 810 e BM &07ungo, foram
observados niveis de infeccdo de 92% das sementes.
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Para as sementes das cultivares BM 840 PRO, BMe@&M 207 que
foram armazenadas por um periodo de 7 meses ener@mimido controlado, o
efeito do potencial de inéculo em funcdo da incoiéndo fungo F.
verticillioides foi significativo (Figura 6 b). Para as cultivaries 810 e BM
207, o maior nivel de infeccdo das sementes (16P@lcancado em 72 e 68
horas, respectivamente. Ja a cultivar BM 840 PR@esentou comportamento
linear, com valor maximo de incidéncia (100%) enh66as de inoculacdo. Pela
analise desses resultados fica evidente que o temepgermanéncia das
sementes ao funda verticillioidesvariou de acordo com a cultivar estudada.

Em estudo conduzido por Ramos et al. (2014), @&sificado que o
periodo de 16 horas de contato das sementes de wilim os fungod-.
verticillioides e F. graminearumfoi suficiente para que esses patdgenos
infeccionassem as sementes. Segundo Galli etQfl5)20 contato das sementes
de milho comF. graminearumpor 32 horas, foi suficiente para a obtenc¢éo de
sementes infectadas. Caixeta (2012) concluiu gquécaica de restricdo foi
eficiente na infeccdo das sementes de milho pelgdfe. verticillioidesem 96
horas. Também de acordo com Caixeta (2012) a iadedas sementes de milho
foi crescente e a qualidade fisioldgica decrescematefaixa de 96 horas de
inoculacdo confr. verticillioides
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Outros Fungos

Na Tabela 9 pode-se observar os resultados daémual de outros
patégenos em sementes de milho das diferentesvareki em funcdo do
potencial de in6culo do funge. verticillioides nas sementes, nas duas épocas
estudadas. Observou-se pelo teste de sanidadehipmpussp., Aspergillussp.

e Penicillium sp. foram os fungos mais frequentes nas semeatediferentes
épocas analisadas. Barrocas (2008), estudandoedgssefle Colletotrichum
gossyppivar. cephalosporioidegm sementes de algodao, também observou o
desenvolvimento dRhizopussp.,Aspergillussp. ePenicilliumsp., e relacionou
esse fato ao menor nimero de plantulas obtidalmtessestudados.

Em geral pode-se observar maior incidéncia Adpergillus sp. e
Penicillium sp. apés o armazenamento dessas sementes, inelefgerah
cultivar. Observa-se também que para as cultivBids840 PRO e BM 207
maior incidéncia ocorreu no potencial de inoculo @& horas antes do
armazenamento e apds 0 armazenamento das semespestivamente.

Para a cultivar BM 810, é verificada uma menordéocia do fungo
Rhizopussp. ap6s 0 armazenamento das sementes, sendeaslosseomente 1%
da incidéncia do fungo no potencial de 96 horasmAtlisso, também pode ser
observado que para as trés cultivares estudadashodee incidéncia de
Rhizopussp. no potencial de inéculo de 24 horas, indep@rdge armazenadas
ou ndo as sementes. Neste trabalho nos poten@a#8,d72 e 96 horas foi
possivel observar maior desenvolvimento de outrosigds apos o
armazenamento. Esse fato é esperado, visto quenakc@ies de umidade e
temperatura durante o armazenamento séo favorawislesenvolvimento

fungico.
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Tabela 9 Incidéncia de outros fungos (%) em sersedéetrés cultivares de
milho inoculadas com o isolad®. verticilioides em diferentes

potenciais de inéculo, antes e apds 0 armazenar{@m®d meses) das

sementes
) . Potencial de Indculo (horas)
Cultivar Epocas
0 24 48 72 96
Rhizopussp.
0 0 0 0 1 4
BM 840 PRO
7 0 0 3 2 0
0 0 0 1 1 0
BM 810
7 0 0 0 0 1
BM 207 0 0 0 1 1 0
7 0 0 0 1 2
Aspergillussp.
0 0 0 0 1 4
BM 840 PRO 7 0 0 3 5 0
0 0 0 1 1 0
BM 810
7 0 0 0 0 1
0 0 0 1 1 0
BM 207
7 0 0 0 1 2
Penicilliumsp.
0 0 0 0 1 4
BM 840 PRO 7 0 0 3 5 0
0 0 0 1 1 0
BM 810
7 0 0 0 0 1
0 0 0 1 1 0
BM 207
7 0 0 0 1 2

4.2 Andlise Transcriptdmica

Nas Figuras 7,8 e 9 a, b e c, encontram-se os ramag referentes a
expressao dos gengea mayglone 276247 proteina hipotética, Poliubiquitina e
Zea maygproteina spatula, em sementes das trés cultivak207, BM 810 e

BM 840 PRO, sendo representadas como: sementadasaé ndo inoculadas
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(0-207), (0-810) e (0-840); sementes inoculadas Eomerticillioides por 24
horas (24-207), (24-810) e (24-840); sementes ladas cont. verticillioides
por 48 horas (48-207), (48-810) e (48-840); sensemb@culadas cont.
verticillioides por 72 horas (72-207), (72-810) e (72-840); e seeseinoculadas
com F. verticillioides por 96 horas (96-207), (96-810) e (96-840). Como
testemunha foram utilizadas sementes tratadas ean@iazenadas das trés
cultivares para cada gene estudado.

Os resultados da andlise quantitativa da expredsdgeneZea mays
clone 276247 proteina hipotética, em sementes mdazanadas e armazenadas
das cultivares BM 840 PRO, BM 810 e BM 207, estwasentados na (Figura
7 a, b e ¢). Pode-se observar que de um modo geexpressdo do gene é
crescente com o0 armazenamento e com o aumentotelocia de indculo do
fungoF. verticillioidesnas sementes, para as trés cultivares estudadas.

Em relag@o as sementes da cultivar BM 207 tratade# armazenadas
(0-207) pode-se observar que esse gene se expesstmalos 0s tratamentos, e
gue sua expressado é crescente a medida que setawr@stencial de indculo
(Figura 7 a). Apoés o armazenamento das sementespbfervada maior
expressao do gene no tratamento (96-207).

Para a cultivar BM 810 (Figura 7 b) observou-saegate expressao do
geneZea may<lone 276247 proteina hipotética nas sementesilzabas, sendo
direta a relacdo da expressdo e o0s potenciais d@mil independente das
sementes serem armazenadas ou ndo. Os maioregsipieapressao génica do
Zea maysclone 276247 proteina hipotética foram encontradp®s o
armazenamento das sementes. A mesma tendénclastrivada na cultivar BM
840 PRO (tratadas e ndo armazenadas). Pode-sevabsgie ao longo do
periodo de infeccdo das sementes h4d um aumentxpnessdo desse gene,

exceto para o tratamento (96-840) que reduz a ss@oe Essa diminuicdo da
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expressao pode estar relacionada com o procesdetelgoracdo e morte das
sementes pela alta incidéncia do fungo (Figura 7 c)

Esse resultado é muito promissor, pois 0 géee mayslone 276247
proteina hipotética se expressou em todos os teatas) 0 que pode tornar esse
gene um importante marcador para a identificacaoateriais infectados com o
fungo F. verticillioides O fato desse gene ter sido expresso nas sementes
inoculadas de todas as cultivares, faz com quedeelea um potencial ainda
maior para ser um bom marcador da presenca do fiedm fato de permitir a
identificac@o mais rapida do fungo e otimizacadeshopo.

Pelos resultados pode-se inferir que essa prof@da desempenhar
papel importante na resposta ao estresse caus#&mdupgo. Portanto, mais
estudos sdo necessarios para descrever essa preteémacterizar sua funcao.
Dentre os trabalhos envolvendo proteinas hipotétidastacam-se aqueles
relacionados a colonizacao @iechoderma harzianunem sementes e raizes de
tomate (MEHRABI-KOUSHKI; ROUHANI; MAHDIKHANI-MOGHADDAM,
2012), identificacdo de genes envolvidos no dedeimmento de fibras de
bambu (RAI et al., 2011), identificacdo de genessementes de pinhdo-manso
(NATARAJAN et al.,, 2010), genes expressos has fag@siais de
desenvolvimento de sementes Biassica napugDONG et al.,, 2004), e a
expressao diferencial de genes na formacgéo der@soe deMorchella conica
(CHEN et al., 2014).

Caixeta (2012) pesquisando a expressdao diferendal genes
relacionados a infeccdo de patdgenos em sementeasili® concluiu que a
expressao da proteina hipotética do milho foi elayeara todos os tratamentos
em relacdo a testemunha. Hou et al. (2013) trabdthaom plantas de trigo,
observaram através da analisegiRT-PCRque a expressdo do gene TaSRHP

proteina hipotética do trigo foi afetada pelo s&¢ca, frio, e outros tipos de
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estresses, indicando que esse gene pode aumetatigrémcia das plantas ao
estresse abidtico.
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Figura 7 Perfil da expressao por gRT-PCR de Zeasmbyne 276247 proteina
hipotética, em sementes de milho das cultivares2Bk(a), BM 810 (b)
e BM 840 PRO (c), inoculadas cdm verticillioides antes e apés o

armazenamento (0 e 7 meses) das sementes
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As expressdes relativas do gene Poliubiquiti@iaram entre as
cultivares. Na cultivar BM 207 (Figura 8 a), maimdice de expresséo foi
observado na testemunha (sementes ndo inoculaaklas vezes maior nas
sementes armazenadas em relacdo as ndo armazeldapas as sementes que
foram inoculadas com o fung®. verticillioides ndo foram observadas
diferencas entre os tratamentos.

Para a cultivar BM 810 sdo observados maiores sitleiexpressao da
Poliubiquitinaem sementes armazenadas e ndo inoculadas e irexwach o
fungo por 24 horas em relacdo as sementes ndo emadas. Nos demais
tratamentos observou-se alta expressédo do gerampsam diferenca entre eles
(Figura 8 b). Nesse caso, o gene ndo pode serdeosadd um bom marcador na
identificacdo da presenca do fungasarium verticillioidesem sementes de
milho. Provavelmente, esse gene se expressa dauvidmstresse causado pelo
armazenamento, ndo sendo possivel relacionar speessfio apenas pela
presenca do fungo.

Pelos resultados, pode-se observar expressao idadwo gene
Poliubiquitinapara a cultivar BM 840 PRO, independente do trataon@-igura
8 c). Esses resultados corroboram aos encontqaaioaixeta (2012) que
estudando a expressao desse mesmo gene em sedeentd#iso concluiu que a
sua expressdo foi de 2 a 2,5 vezes maior paramsnges inoculadas com
Fusarium verticillioides indicando esse gene como um gene promissor para a
identificacdo desse fungo.

De acordo com Liu et al. (1996), transcritos deiybdjjuitina se
acumulam nas células animais e vegetais apds umuehde calor, sendo
confirmado em pesquisa realizada com sementesrde @VANG; JIANG;
OARD, 2000), e sementes de milho (CHRISTENSEN.e1892).

Além disso, os genes da poliubiquitina estdo pteseem pouca

quantidade na maioria das espécies, sendo quedkntrma espécie, 0s genes



64

podem diferir quanto a sequéncia de nucleotidems raimero de repeti¢cdes de
228 nucleotideos que codificam o0 monémero ubicaitiiU et al., 1996).

Segundo Christensen et al. (1992), sondas de oidjerstideos
especificos confirmam que Ubi-1 e Ubi-2 sdo exmess25 °C, e sdo induzidas
em temperaturas elevadas em plantulas de milhop&squisa realizada por
Takimoto et al. (1994) foi observado que a expeeskfigene Ubi-1 em plantas
transgénicas de arroz nao é regulada sistematitaymaais células individuais
respondem de forma independente ao calor ou estfiséso. Além de mudar
sua resposta ao estresse, a expresséo de Ubigkegddate do ciclo celular. A
poliubiquitina é ativa nos tecidos que consistemcérilas que se dividem
rapidamente no interior das sementes, e seus padBexpressao tém sido
raramente estudados em niveis teciduais e celidanesrganismos transgénicos
(TAKIMOTO et al., 1994).

Inglis et al. (2014), estudando a expressao desgeslacionados ao
estresse de plantulas distronium fraxinifolium apés a germinagcdo em
condicBes de microgravidade, através da hibridzagibtrativa e analise de
EST, observaram alguns genes diferencialmente ssggecomo proteinas de
choque térmico, proteinas envolvidas no metabolistao glutationa e a
poliubiquitina. Aranda et al. (1996), ao examimara invasdo do virulBSbMV
em embrides imaturos de ervilha, observaram majmessao dos genes HSP70

e a poliubiquitina no momento em que houve inieigaplicacdo do virus.
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Os niveis de expressdo daa maysroteina spatula foram analisados
nas diferentes cultivares em cada potencial deulod¢igura 9 a, b e c). Em
relacéo ao potencial de in6culo, na cultivar BM , 20 &xpressao génica daa
maysproteina spatula foi crescente nos trés poten@i@s72 e 96 horas) em
relacéo as sementes ndo inoculadas. No entanpmtancial de 24, a expressao
reduz (Figura 9 a). Essa diminuicdo da expressde pstar relacionada a uma
baixa infeccdo do patdégeno, ndo sendo suficienta @amentar a expresséo
desse gene nas sementes dessa cultivar.

Na cultivar BM 810, foi observada maior express@s gementes
inoculadas ndo armazenadas e armazenadas nosige{@dc 48, 72 e 96 horas)
em relagdo as ndo inoculadas. Os maiores picoxpgtessao génica déea
mays proteina spatula foram encontrados nos tratameBtbshoras nédo
armazenadas e 72 horas armazenadas. No potenaiacdéacdo de 24 horas, a
expressdo do gene foi maior nas sementes ndo aratkEe mas com O
armazenamento dessas sementes, observa-se umaexgmessao (Figura 9 b).
Essa reducéo da expressédo pode estar relaciomtaénaicdo da incidéncia do
fungo apds o armazenamento, o qual foi confirmadieste de sanidade.

Para a cultivar BM 840 PRO, os resultados da anglisntitativa da
expressao do gerigea maygroteina spatula estdo representados na (Figura 9
c). Observa-se um aumento na expressdo das semetdearmazenadas e
inoculadas até 72 horas, diminuindo apds esse dmeri@om relacdo ao
armazenamento pode-se observar que a expressémifi nas sementes nao
armazenadas no potencial de 48 e 72 horas. Nesgaméntos também foi
observada reducdo da germinacdo apés sete mesgmdeenamento, 0 que
pode ter contribuido para a diminuicdo da express@és demais tratamentos

ndo foram observadas grandes diferencas.
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De acordo com Groszmann et al. (2010), o gene BpgdiiP) codifica
um fator de transicdo bHLH presente em fungos,tptae animais, o qual
promove o crescimento e desenvolvimento de tecekgdtantes das margens do
carpelo, incluindo o septo e o canal de transmiss@&m disso, esse gene
também esté ligado a repressao da germinacao aatEmnsendo um regulador
potente da expanséo dos cotilédones, inibindo $othaétalas. Isso explica as
variagBes na expressao dos cotilédones do geaeanayproteina spatula nos
tratamentos inoculados com o fungo, pois essegativea germinacgao inibida
pela presenca de um restritor hidrico (manitol) adte os periodos de
inoculagéo dé . verticillioidesnas sementes.

A SPT tem sido bastante estudada durante o deséneolo floral, na
germinacgéo e no desenvolvimento de cotilédonethaddJOSSE et al., 2011),
durante o crescimento de raizes (MAKKENA; LAMB, 2)1e durante o
crescimento vegetativo em resposta a temperatUABAY-LEE et al.,
2010). Tisza et al. (2010) trabalhando com genewoledos no
desenvolvimento de frutos ndo climatéricos idesaitam Varios transcritos
diferencialmente expressos em quatro estagios tieragéo de morango, sendo
que um deles, o FaSPT, apresentou elevada homatogiao gene SPT de
Arabidopis thalianaNessa mesma pesquisa, pode-se concluir que d-g&rT
é reprimido pela auxina em frutos verdes, alémodispresenta diferentes
padrdes de expressdo em varios estagios de matudig frutos quando

tratados com etileno.
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armazenamento (0 e 7 meses) das sementes
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5 CONSIDERACOES FINAIS

Nesta pesquisa foi possivel estudar alguns geresea@expressam em
sementes de milho infectadas pelo fuigoverticillioides Esses genes foram
selecionados a partir de um estudo feito por Caix@012) através da
metodologia de biblioteca subtrativa.

Durante os periodos de infeccdo do patdgeno masnsées observou-se
alteracdes nas expressGes dos genes estudadogvehnmente devido a
diferentes niveis de infec¢éo alcancados.

O geneZea maysclone 276247 proteina hipotética, cuja funcao é
desconhecida, teve maiores express@es ap0s 0 adnzaeto e também nos
ultimos periodos de inoculagédo do fungo nas semgptalendo estar ligado ao
estresse provocado tanto pelo armazenamento gpelat@resenca do fungo. Ja
0 gene Poliubiquitinaque se acumula nas células vegetais e animaisuapos
choque de calor, ndo apresentou variacdo entratasnentos inoculados com o
F. verticillioides portanto ndo é um marcador eficiente na detedgdmatogeno
nas sementes de milho. Na andlise da expressaeroo £Zpa mays proteina
spatula, pode-se observar expresséo desse geneasras cultivares estudadas.

A partir dos resultados deste trabalho infere-se as condicdes de
infeccdo nas quais as sementes sd0 expostas podeziria expressdo de
alguns genes que ndo sdo expressos em condicGmavieie, 0 que torna
possivel a separacédo de sementes infectadas efeéadas.

Diante disso, existe a necessidade de prosseguirasoestudos, no
sentido de elucidar mecanismos que auxiliem natagi@ de kits de deteccao

rapida desse fungo em sementes de milho.
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6 CONCLUSOES

Pode-se concluir que a inoculagédo das sementedlide por meio da
técnica de restricdo hidrica utilizando manitol corastritor & altamente eficaz
na obtencdo de sementes infectadas.

A presenca do fungdéusarium verticillioidese do restritor hidrico
manitol a -2,0 MPa provocam efeitos negativos nalidade das sementes
armazenadas.

Houve uma reducdo da qualidade fisiologica das strmeanoculadas
com Fusarium verticillioidesna faixa de 72 a 96 horas, tanto antes quanto apés
0 armazenamento.

Para a qualidade sanitaria, maior incidénciddsarium verticillioides
foi observada nas sementes ndo armazenadas. Ap@isnazenamento, a
incidéncia diminuiu de acordo com o periodo de eigm das sementes ao
patégeno.

Os genesZea maysclone 276247 proteina hipotética Z2a mays
proteina spatula sdo potenciais marcadores motesulaa identificacdo de
sementes de milho infectadas paoisarium verticillioides

O gene Poliubiquitina ndo apresentou diferencaxpaessdo entre as
sementes de milho armazenadas e ndo armazenadastadas com o funde.
verticillioides sendo esse ndo promissor na identificacdo des®ggmno em

sementes de milho.
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