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RESUMO -Este trabalho teve como objetivo estudar a interferéncia dos fésgesgillus flavus

Fusarium moniliformee Penicilliumspp. sobre padrdes eletroforéticos das sementes de milho. Tais
padrdes sdo, normalmente, utilizados na identificagdo de cultivares e na certificacdo da pureza genética
da espécie em estudo. Sementes da cultivar C-805 foram infectadas artificialmente com os referidos
fungos; outra parte delas foi tratada com Benomil e Thiabendazol, e ainda outra parte (controle) ndo foi
tratada. As amostras foram acondicionadas em camara de crescim@&it®%26de umidade relativa)

por um periodo de 30 dias. Na analise eletroforética foi avaliada também uma amostra de sementes que
ndo permaneceu em camara de crescimento, visando detectar possiveis interferéncias das condi¢cdes do
ambiente de crescimento sobre os padroes eletroforéticos. Os resultados obtidos permitiram concluir
gue ainfec¢do das sementes com os fuAgpsrgillus flavusFusarium moniliforme Penicilliumspp.

promove alteragdes nos padrdes eletroforéticos das isoenzimas malato-desidrogenase, esterase, fosfatase
acida, peroxidase e glutamato-oxalacetato-transaminase. A infeccéo das semekdpsigiiias flavus

promove altera¢des tanto na intensidade como no nimero de bandas dos padrdes isoenzimaticos da
alcool-desidrogenase e malato-desidrogenase.

Termos para indexagéo: infeccao, eletroforese, fisiologia vegetal, pureza.

ALTERATION OF THE ISOENZYMES PATTERNS IN CORN SEEDS INFECTED BY FUNGI

ABSTRACT - This work aimed at studying the interference of the féxggiergillus flavusi-usarium
moniliformeandPenicilliumspp. on the electrophoretic patterns of corn seeds. Normally, these pat-
terns are used in the identification of cultivars and certification of genetic purity of this species. Seeds
of the cultivar C-805 were artificially inoculated with the referred fungi; part was treated with Benomyl
and Thiabendazole and part was untreated. All seed samples were stored in growing chamber incubator
at 25°C and 95% of relative humidity for 30 days. In the electrophoretic analysis, a seed sample was
also evaluated which had not been kept in growing chamber incubator, in order to detect possible
interferences of the growing chamber environment on the electrophoretic patterns. The results allowed
to conclude that the seed infection byAlspergillus flavug-usarium moniliformendPenicillium spp.

fungi promotes alterations in the electrophoretic patterns of the malate-dehydrogenase, esterase, acid
phosphatase, peroxidase and glutamate-oxalacetate-transaminase isoenzymes. Infespieryibys
flavuscaused considerable alteration in both intensity and number of bands of the isoenzymatic pat-
terns of alcohol-dehydrogenase and malate-dehydrogenase.

Index terms: infection, electrophoresis, plant physiology, purity.
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O processo de identificacdo de cultivares garantéamentos de assepsia antes de serem submetidas aos dife-
protec&o legal do trabalho de melhoramento que dentes tratamentos, uma vez que se pretendeu evitar qual-
senvolve novas cultivares. Tanto a identificagdo @er tipo de alteracdo que pudesse influenciar nos meca-
cultivares como a certificacéio da pureza genética 3emos de associacéo patdgeno/hospedeiro. Todas as amos-
sementes de milho séo realizadas pelas instituig ras foram acondicionadas em camara de crescimento

0 . . . .
produtoras de sementes em seus programas de W_C, 95% de umidade relatlva)_ porum p.erlodo dt_a 30 dias

. . , ycok et al., 1992). Para analisar o efeito dos diferentes
trole de qualidade, principalmente, através

A . fatamentos, foram tomadas subamostras aos 15 (primeira
marcadores morfologicos de sementes, plantulag,ca) e aos 30 dias (segunda época) de incubago. Para a

planta. Porém, o emprego desses marcadores agiise eletroforética, foi utilizada uma testemunha (T1),
senta algumas limitagdes, como a influéncia de fatgue nao permaneceu em camara de crescimento, visando
res ambientais e condi¢cdes do solo (Cooke, 198#tectar os possiveis efeitos das condi¢des da cAmara.
Williams et al., 1993). Para superar tais limitacdes, A qualidade fisiolégica foi determinada pelos testes de
técnicas eletroforéticas tém sido empregadas c@erminacao e tetrazolio.

sucesso na identificagdo de cultivares e certificagdo©s fungos utilizados na infeccéo foram isolados de
da pureza genética (Goodman & Stuber, 1980; Car%@;nentes de milho submetidas ao “blotter test”, conforme

& Kannenberg, 1982; Ar(is,1983; Smith & Wychdescrigéo de Machado (1988). Os indculos foram obtidos
1986° Stuber et al.. 1988° Martinez 1990) segundo o método descrito por Vieira (1996). A concen-

O método proposto por Stuber et al. (1988) btr_ac;ao de esporos na formulagdo de p6 foi ajustada para

. ~ . .. 0 x 10 esporos/g do produto com auxilio de uma cama-
seia-se nas observacdes dos perfis eletroforéticos )5e-Neubayer. As sementes foram infectadas com o p6

coleoptilos de milho, apesar de a utilizagdo da prognendo os esporos dos fungos considerados, na dosa-
pria semente proporcionar maior rapidez. gem de 200 g/100 kg de sementes.

Um dos fatores que pode interferir nos resultados Os fungicidas utilizados no tratamento das sementes
dos padrdes eletroforéticos é a presenga de microram Benomik Thiabendazole, nas dosagens de 200 g e
ganismos associados as sementes, uma vez que &easdo produto comercial em 100 kg de sementes, res-
podem provocar alteragées no metabolismo celulagctivamente.
além de possuirem seu préprio sistema enzimatico© teste de germinagéo foi realizado em oito repeticdes
(Agrios, 1988). qle 25 sementes por amostra a 30°C. A semeadurg foi rea-

Este trabalho teve como objetivo verificar a poé!_zada em papel-toalha, na forma de rolo umedecido em

sivel interferéncia de fungos normalmente assoc%qua na quantidade equivalente a 2,5 do peso do papel.

N ~ - valiacdes foram fei i m r
dos as sementes, nos padrdes eletroforéticos e vanagoes fora eitas aos sete dias da semeadura, de
. . . . o ~ . acordo com as Regras para Andlise de Sementes (Bra-
isoenzimas, utilizados na identificacéo de cultivareg 1992)

e certificacéo da pureza genética. O teste de tetrazolio foi realizado e avaliado de acordo

com as recomendacdes de Dias & Barros (1995), sendo os
MATERIAL E METODOS resultados expressos em porcentagem.
A sanidade das sementes foi determinada pelo teste de

O presente trabalho foi desenvolvido nos Laboratériddcubacdo em papel-de-filtro (blotter test) em placas de
de Sanidade e Biotecnologia de Sementes, dos DepaRgtri de 15 cm de diametro, segundo método descrito em
mentos de Fitopatologia e Agricultura respectivamente, achado (1988), antes da infec¢do das sementes e aos 15
Universidade Federal de Lavras. e 30 dias apos a infecgao.

Foram utilizadas sementes de milho da cultivar C-805, Para a andlise eletroforética de isoenzimas foram utili-
safra 94/95. Para se conhecer o nivel de alteracdo proX@das amostras de 50 sementes (Arus, 1983). As sementes
cado pelos microrganismos nos padrdes eletroforéticosfdeam liofilizadas e trituradas a frio, em moinho refrigera-
isoenzimas, uma parte das sementes foi infectada com ido- e conservadas em freezer £c84
lados dos fungo&spergillus flavus, Fusarium moniliforme  Apos obtencéo da cultura pura dos fungspgergillus
e Penicilliumspp.; em separado, outra parte foi tratadéavus Fusarium moniliforme Penicilliumspp., em meio
com a mistura dos fungicidas Benomil e Thiabendazot®ntendo batata, dextrose e &gar (BDA), o micélio foi trans-
(T), e finalmente outra parte (controle) ndo recebdarido para meio liquido de glicose e extrato de levedura,
tratamento (T2). As sementes ndo foram submetidas a tta-acordo com recomendacdes de Millis et al. (1994), a
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25°C sob agitagdo no escuro. Acurva de crescimergdividade cormAspergillus flavug Penicilliumspp.,
micelial dos isolados cultivados no meio foi determinada g peroxidase apenas pRenicilliumspp.
de acordo com procedimentos descritos por Alfenas (1991). Quanto & ADH, nas duas épocas de avaliag&o fo-

Apbs esta fase de infeccdo, os micélios foram coletadesy, ophservadas sensiveis diferencas nos padrdes
a vécuol, Iilofilizados edmace;ados em N liquido, sendolgoenziméticos das sementes infectadas com
pé micelial armazenado em freezer e84 . . .

As isoenzimas foram extraidas de 100 mg de Semenﬁ\eséperglllus f'Ia\'/us.ijl segu.nda epoca (30 d,las) ob-
moidas e 0,015 mg de p6 micelial, aos quais foram agervou-se diminuicdo na intensidade e ”“merf’ .de
cionados 20QiL do tampéo de extragdo Tris-HCI 0,2 vpandas, tanto nas semente; tratadas com funglpldas
pH 8,0, e em seguida, mantidos por 24 horas em gelad#{ianto nas ndo-tratadas (Figs. 1 e 2). A auséncia do
ra. Apds este periodo, as amostras foram centrifugada@@g€nio promove o inicio do metabolismo fermen-
14.000g a #C, por 30 minutos. Em seguida, foram aplitativo, através da inducéo da alcool-desidrogenase
cados 4QuL do sobrenadante nos géis de poliacrilamidaem que o acetaldeido é reduzido a etanol pela Adenina
7,5% (gel separador) e 4,5% (gel concentrador). O sisteliducleotideo-nicotinamida (NADH). Os produtos
tampédo gel/eletrodo utilizado foi tris-glicina pH 8,9finais desse metabolismo fermentativo s&o toxicos
As corridas foram efetuadas a 12 mA no gel concentradﬁ‘r;lra as células, e, segundo Taiz & Zeiger (1991), o
€224 mA no gel separador. (ggnol parece ser o produto do metabolismo

Apos a eletroforese, os géis foram revelados e cora ermentativo menos deletérico comparado ao lactato
para os sistemas isoenziméticos: alcool-desidrogenase. P '

(ADH-EC 1.1.1.1), esterase (EST-EC 3.1.1.1), fosfatab®!S @ acumulacdo deste tltimo promove a
acida (ACP-EC 3.1.3.2), gIutamato-oxalacetatoac'd'f'cagao do citossol. No presente trabalho, as

transaminase (GOT-EC 2.6.1.1), malato-desidrogend®@dificacdes ocorridas na atividade dessa enzima
(MDH-EC 1.1.1.37) e peroxidase (PO-EC 1.11.1.7), dearecem ter sido mais em razé&o da acéo dos fungos
acordo com Alfenas (1991). sobre o metabolismo das sementes. Comparando 0s
O delineamento utilizado foi o inteiramentetratamentos T1 e T2 em relacdo as isoenzimas ADH,
casualizado, com quatro repeticGes, em parcela subdiviDH, EST e GOT observou-se uma redugdo no apa-
dida no tempo, de acordo com Steel & Torrie (1980). Feicimento de bandas com a incubagéo em camara de
verificada a ncirmalldad,e Fios de_tdo_; pelo teste de L'"'efofﬁ‘escimento de sementes que ndo foram infectadas e
ng/oodmepgiﬁzzﬁzzgfd'as’ foi utilizado o teste de DunGaly, ¢atadas com fungicidas, principalmente na se-
' gunda época de avaliacdo (Figs. 1 e 2). Aos 30 dias
(segunda época), em que houve maior nivel de in-
RESULTADOS E DISCUSSAO feccdo das sementes pgousarium moniliformes
Penicilliumspp. (Fig. 3), pode ser observado, pela
Os zimogramas obtidos (Figs. 1 e 2) revelam quEgbela 1, redug&o na qualidade fisiologica, o que
entre as enzimas avaliadas, a alcool-desidrogenasgere interferéncia dos referidos fungos no meta-
(ADH), malato-desidrogenase (MDH), peroxidasbolismo das sementes, propiciando maior alteracéo
(PO), esterase (EST) e glutamato-oxalacetatoes padrbes isoenzimaticos (Fig. 2). Tais altera¢des
transaminase (GOT) apresentaram diminuicdo da pederiam causar interpretagfes erréneas das anali-
tensidade ou do nimero de bandas, em virtude sk de identificacdo de cultivares, e certificacdo da
presenca de fungos. Contrariamente, no que concegpneeza genética. Vale ressaltar que o numero de se-
a fosfatase acida (ACP), foi observado um aumententes infectadas péispergillus flavugoi superior
na intensidade das bandas. As isoenzimas que apraxfec¢do pelos outros dois fungos considerados no
sentaram atividade com os fungos estudados forgmmesente estudo (Fig. 3), 0 que parece ter causado
alcool-desidrogenase, apenas na segunda épefsito negativo mais intenso sobre o metabolismo das
(30 dias), e esterase, fosfatase acida, glutamagementes, com subseqiente alteragdo no padréo
oxalacetato-transaminase e peroxidase. Entre estdetroforético das enzimas em questéo (Tabela 1) e
as que apresentaram atividade com todos os fung®eggs. 1 e 2). E freqiiente encontrar os niveis de in-
foram as hidrolases (esterase e fosfatase acidafgéo verificados na presente pesquisa, em lotes de
A glutamato-oxalacetato-transaminase apresenteementes de milho comercializadas.
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A MDH-EC apresentou diminui¢éo na intensidana primeira época de avaliagéo (Fig. 3). Vieira (1996)
de e nimero de bandas em sementes infectadas emcontrou resultados diferentes em sementes de al-
Aspergillus flavus Fusarium moniliformee god&o e infectadas com fungos do gédeergillus
Penicilliumspp., nas duas épocas em estudeenvelhecidas. Possivelmente, a presenca do micror-
As maiores alteracdes, tanto em intensidade comogemismo has sementes, nos niveis do presente traba-
namero de bandas, foram observadas em semeiliites levou a diminui¢édo da intensidade e do niimero
infectadas comspergillus flavusfato que coincide de bandas em razdo do aumento da atividade respi-
com a alta porcentagem de sementes infectadas (7T&bjria, uma vez que a malato-desidrogenase atua no
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FIG. 1. Zimogramas das isoenzimas alcool-desidrogenase (ADH), malato-desidrogenase (MDH), esterase (EST),
fosfatase acida (ACP), peroxidase (PO) e glutamato-oxalacetato-transaminase (GOT) de sementes de
milho da cultivar C 805 durante a primeira época de avaliacao. AAspergillus flavus F, Fusarium
moniliforme; P, Penicillium spp.; |, Infectadas: proximo de A comAspergillus flavus préximo de F com
Fusarium moniliformee proximo de P, conPenicillium spp., (T) e (T2) tratadas e ndo-tratadas respecti-
vamente com fungicidas Benomil + Thiabendazole; (T1) ndo-incubadas em camara de crescimento.
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ciclo de Krebs, catalisando a reagdo de malato das em sementes infectadas @spergillus flavus
oxalacetato. Tais alteragc6es no perfil eletroforéti¢@enicillium spp., assim como em sementes tratadas
estdo de acordo com as consideracdes feitas pom fungicidas, nas duas épocas de avaliacéo (Figs. 1
Cherry (1983). e 2). Possivelmente, trata-se de uma enzima bastante
Observou-se, nos padrBes isoenzimaticos densivel, sendo o perfil eletroforético muito altera-
esterase, diminuicdo no numero e intensidade de bdo; principalmente por interferéncia de fatores ex-

ADH MDH
T, A | T T T F I T 7T T, P | T T T, A | T T T OF I T T T P | T &
EST ACP
| |
— —— — . —
—_ —_— J— [ ]
- ———— J— J— | | EE
T, A | T T T, F I T 7T T, P | T T T, A | T T T OF I T T T P | T 7T
PO GOT
- —
T, A | T T T F I T 7T T, P | T T T, A | T T T, F I T 7T T, P | T T

FIG. 2. Zimogramas das isoenzimas alcool-desidrogenase (ADH), malato-desidrogenase (MDH), esterase (EST),
fosfatase acida (ACP), peroxidase (PO) e glutamato-oxalacetato-transaminase (GOT) de sementes de
milho da cultivar C 805 durante a segunda época de avaliacao. Aspergillus flavus F, Fusarium
moniliforme; P, Penicillium spp.; |, Infectadas: proximo de A comAspergillus flavus préximo de F com
Fusarium moniliformee proximo de P conPenicillium spp., (T) e (T2) tratadas e ndo-tratadas respecti-
vamente com fungicidas Benomil + Thiabendazole; (T1) ndo-incubadas em camara de crescimento.
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FIG. 3. Porcentagem de sementes infectadas pelos fun

gosAspergillus flavus Fusarium moniliforme

e Penicillium spp., apés a infec¢é@o pelos res- S - : -
pectivos fungos, aos 15 e 30 dias de exposicaf’€nicilliumspp. e reducdo na infeccao por
das sementes em camara de crescimento &25 Aspergillus flavusAs condi¢Bes de umidade relati-

e 95% de umidade relativa.

ternos. Resultados semelhantes foram observados por
Vieira (1996). O autor relata que o perfil eletroforético
de esterase é bastante alterado pela a¢do de micror-
ganismo, e que a esterase deve ser usada com restri-
¢bes em andlises de identificacdo de cultivares.
Cherry et al. (1974) relataram diminui¢édo da intensi-
dade, intensificacdo e ocorréncia de novas formas
moleculares de esterase em sementes de amendoim
infectadas comspergillus parasiticus

Quanto a ACP, tem-se observado aumento na in-
tensidade de bandas em sementes infectadas com
Aspergillus flavug Fusarium moniliformenas duas
épocas de avaliagdo e em sementes infectadas com
Penicilliumspp. apenas na segunda época de avalia-
cdo. Pela Fig. 3, pode-se observar, na segunda
época de avaliagdo, um aumento na infec¢éo por

va e temperatura no interior da camara de crescimento

TABELA 1. Potencial de germinacao (teste de tetrazolio), germinagédo e vigor (teste de tetrazolio) de sementes de
milho submetidas a diferentes tratamentos e avaliadas em duas épocas. UFLA, MG, 1997

Tratamento Epoca 1 Epoca 2 Média
Potencial de germinagao (%)
Infectada comAspergillus flavus 38c 41b 40b
Infectadacom Fusarium moniliforme 58b 41b 50ab
Infectadacom Penicilliumspp. 80a 51ab 66a
Tratada 74a 6la 68a
Néao-tratada 63bc 48ab 55ab
Média 63 48
Germinagéo (%)
Infectada conAspergillus flavus 37b 1b 19c
Infectadacom Fusarium moniliforme 44b 12ab 28bc
InfectadacomPenicillium spp. 64a 7ab 35b
Tratada 63a 27a 45a
Néao-tratada 41b 15b 28bc
Média 50 12
Vigor (%)
Infectada conAspergillus flavus 38c 38b 38b
Infectadacom Fusarium moniliforme 55b 39b 47ab
InfectadacomPenicillium spp. 75a 49ab 62a
Tratada 70ab 60a 65a
Néao-tratada 63ab 45a 54ab
Média 60 46

1 Médias seguidas pela mesma letra, na coluna, dentro de cada variavel, ndo diferem entre si pelo teste de Duncan a féfade.probabi

Pesq. agropec. bras., Brasilia, v.35, n.9, p.1725-1732, set. 2000



ALTERACOES DOS PADROES DE ISOENZIMAS 1731

podem ter favorecido a infeccdo do fungo CONCLUSOES
Penicilliumspp., o qual suprimiu o desenvolvimen-
to deAspergillus flavusEsses resultados estdo de 1. Ainfeccdo das sementes cAapergillus flavus
acordo com os encontrados por Vieira (1996), segufdsarium moniliformee Penicilliumspp. promove
do o qual as sementes apresentaram alteracGesal@sacdes nos padrdes eletroforéticos das isoenzimas
seus padrdes isoenzimaticos em funcdo da assooi@lato-desidrogenase, esterase, fosfatase acida,
cao fungo/semente. A fosfatase acida esta envolvjgeroxidase e glutamato-oxalacetato-transaminase.
na hidrélise de ésteres, e pode atuar sobre fosfoli-2. A infec¢@o das sementes caspergillus flavus
pidios de membrana, tendo como consequéncipramove altera¢des tanto na intensidade como no
peroxidacao de lipidios. Diversos autores relatanmn@mero de bandas dos padrdes isoenzimaticos da al-
aumento da peroxidacao de lipideos com o envellwol-desidrogenase e malato-desidrogenase.
cimento das sementes. Neste estudo, foi observad®. De maneira geral, os padrdes eletroforéticos
gue aintensidade de bandas nas sementes infectalitislos de sementes infectadas com os fungos estu-
foi maior, sugerindo que a presenca dos fungos agaidos apresentam alteragdes nos padrdes de bandas;
estudados tem papel importante na peroxidacaoeste fato deve ser considerado antes de realizar tes-
lipidios. Agrios (1988) relata que cercosporin, toxintes de identificacdo de cultivares e de certificagio da
produzida po€ercosporaspp., atua na peroxidacagoureza genética das sementes de milho.
de lipidios de membrana.

A intenfsidade de ban_das~ da PO-EC foi re.duzida, REEERENCIAS
nas duas épocas de avaliacdo, em sementes infectadas
com Aspergillus flavusFusarium monilifpr.meem AGRIOS, C.N.Plant pathology. 2.ed. New York :
comparacdo com sementes nao acondicionadas em academic, 1988. 703p.
camara de crescimento (T1). A peroxidase € uma
oxirredutase especializada na remocao de peroxiddsFENAS, A.C.Eletroforese de proteinas e isoenzimas
Esta diminuic&o pode estar relacionada com a inten- d€ fungos e florestas. Vicosa : UFV, 1991. 242p.
sa atividade celular dessa enzima na eliminagao cRUS, P. Genetic purity of commercial seeds lots. In:
perdxidos formados. TANKSLEY, S.D.; ORTON, T.JIsoenzymes in

Os padrdes isoenzimaticos (GOT-EC) apresenta- plant genetics and breedingAmsterdam : Elsevier,
ram diminui¢do na intensidade de bandas com a pre- 1983. pt.A, p.415-423.
senca déspergillus flavusFusarium moniliforme grANDAO JUNIOR, D.E.Eletroforese de proteina e
ePenicilliumspp., durante a primeira época de ava-  jsoenzima na avaliagio da qualidade de sementes
liacdo. Na segunda época, tanto em sementes de milho. Lavras : UFLA, 1996.110p. Dissertac&o
infectadas com os referidos fungos, como em semen- de Mestrado.
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