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RESUMO - O uso de cultivares tolerantes aos gréos ardidos tem sido eficaz no
controle da doenca. Marcadores isoenziméticos estdo sendo requisitados para selecdo de
gendtipos superiores, pois os polimorfismos estdo mais perto da expressdo fenotipica fina do
gue os polimorfismos de DNA. Objetivou-se neste trabalho diferenciar linhagens tolerantes e
suscetiveis aos gréos ardidos por meio de padrdes enziméticos para esterase (EST) e dcool
desidrogenase (ADH). A partir de 30 linhagens foram selecionadas visuamente cinco
tolerantes e cinco suscetiveis a doenca. As espigas foram inoculadas com suspensdo de
conidios 2 x 10* de Fusarium verticillioides. Para extrag&o das enzimas utilizou-se tampao tris
HCl 0,2M, pH 8,0 + 0,1% de » ME + 0,4% PVP + 0,4%PEG + 1mM EDTA. A eletroforese
foi realizada em gel de poliacrilamida 7,5% (gel separador) e 4,5% (gel concentrador). O
padréo de bandas da EST apresentou diferencas entre quatro gendtipos suscetivels e entre trés
gendtipos tolerantes. Para a ADH, obteve-se padréo de bandas mais intensas em quatro
gendtipos suscetiveis, porém observou-se este mesmo padrdo em dois gendtipos tolerantes.
As linhagens tolerantes e suscetiveis aos graos ardidos apresentam diferencas para os padrfes
enziméticos da esterase e dcool desidrogenase em gréos.
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Introducéo

A obtencéo de linhagens de milho tolerantes aos gréos ardidos, causados pelos fungos
Gibberella zeae, Diplodia maydis, Diplodia macrospora e Fusarium verticillioides,tém sido o
foco de muitos programas de melhoramento de milho, sendo que a utilizagdo de cultivares
tolerantes é a principal medida de controle desta doenca.

Os marcadores moleculares isoenzimaticos podem auxiliar na selecdo de gendtipos
gue apresentam tolerancia aos gréos ardidos.

Durante muito tempo os marcadores de isoenzimas foram substituidos pelos
marcadores de DNA, porém com o novo conceito de gene (RESENDE et a., 2011), os
marcadores isoenziméticos estdo sendo novamente requisitados. A principal justificativa para
0 emprego destes marcadores é o fato de que os polimorfismos estéo mais perto da expressao
fenotipica final do que os polimorfismos de DNA (TORGGLER et al., 1995 e SOUZA et al.,
2005).
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Além disso, mecanismos de defesa das plantas a estresse bidtico e abidtico causam
mudancas metabolicas e podem ser verificados por meio da atividade das isoenzimas
(BURDON & MARSHALL, 1983).

As esterases destacam-se por ser um dos sistemas isoenzimaticos mais polimorficos, e
por estarem relacionada com a acdo de microorganismos na planta. (PASCHOLATI et al.,
1993 e SOUZA et al., 2005).

Muitos trabalhos na literatura relatam a influéncia de microrganismos na atividade de
isoenzimas, como esterase (EST) e dlcool desidrogenase (ADH), em gréos (SILVA et a.,
2000, SOUZA et a., 2005, COUTINHO et a, 2007 e HENNING et al., 2009) .

Diante do exposto, o0 objetivo neste trabalho foi diferenciar linhagens de milho
tolerantes e suscetiveis aos gréos ardidos causados por F. verticillioides por meio dos padroes
enziméaticos para EST e ADH.

Material e M éodos

O experimento foi conduzido no Laboratério de Eletroforese do Setor de Sementes da
Universidade Federal de Lavras (UFLA).

A partir de 30 linhagens de milho foram selecionadas visualmente gréos de cinco
linhagens que apresentaram maior tolerancia aos gréos ardidos e gréos de cinco linhagens que
apresentaram um maior nivel de severidade da doenca.

E importante ressaltar que as espigas de todas as plantas foram inoculadas com uma
suspensdo de conidios 2 x 10* de Fusarium verticillioides.

Para a extrag8o das enzimas, foram macerados em nitrogénio liquido 100 gréos de
cada linhagem selecionada que foram previamente submetidos a secagem natural. A extragdo
das isoenzimas foi realizada ressuspendendo 100mg do p6 das sementes em 250 pl de tampéo
TrisHCI 0,2M, pH 8,0 + 0,1% de « ME + 0,4% PVP + 0,4%PEG + 1mM EDTA, mantidos a
4°C, por 16 horas.

Foram aplicados 50uL do sobrenadante em gel de poliacrilamida 7,5% (gel separador)
e 4,5% (gel concentrador).

Os géis foram revelados para o0s sistemas enzimdticos esterase (EST) e acool
desidrogenase (ADH), segundo Alfenas et al. (1991).

Resultados e Discussio
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O padréo de bandas da esterase foi divergente para os genétipos suscetiveis 1, 2, 3e 4
e dos gendtipos tolerantes 6, 7 e 8 (Figura 1). Foi observado aumento na intensidade das
bandas para aquelas linhagens que apresentaram gréos mais atacados pelo F. verticillioides, o
gue sugere interferéncia do fungo no metabolismo das sementes, propiciando maior alteracdo
no padréo desta enzima.

Estes resultados corroboram com os de Coutinho et a.(2007) . Estes autores
verificaram bandas mais intensas para a mesma enzima em sementes de milho infectadas com
F. verticillioides.

Em sementes de aveia com maior incidéncia de fungos foi observado maior atividade
das isoenzimas dcool desidrogenase, fosfatase acida e esterase (HENNING et al., 2009).

Quando tecidos de plantas sdo danificados por patdégenos ocorre uma degradacdo
sequiencia de lipideos e a esterase participa de reagdes de hidrolise de ésteres, portanto, atua
diretamente no metabolismo dos lipidios (COUTINHO et al., 2007). Isto explica a maior
expressao desta enzima nos gréos mais infectados.

Para a alcool desidrogenase, observou-se um padréo de bandas mais intensas para 0s
gendtipos suscetiveis 1, 2, 3 e 4, porém este mesmo padréo foi observado nos gendtipos
tolerantes 8 e 10 (Figura 2).

AlteracBes tanto na intensidade como no nimero de bandas dos padrbes
isoenziméticos da dcool desidrogenase em sementes de milho infectadas com Aspergillus
flavus foram observados por Silva et al.(2000).

A dcool desidrogenase € uma enzima da respiracdo anaerébica, e a sua maior
expressdo em graos infectados por microorganismos estd relacionada com a producdo de
toxinas, as quais irdo causar decomposicao dos tecidos vivos e consequentemente aumento da
taxa respiratoria do hospedeiro (HENNING et a., 2009). Estes mesmos autores verificaram
maior expressdo desta enzima em sementes de aveia com baixa qualidade sanitaria.

Como a expressao de enzimas pode ser alterada de acordo com o tecido da planta, séo
necessarios estudos que verifiquem a expressao destas enzimas em outras partes planta, para
inferir sobre a estabilidade destes marcadores para a caracteristica estudada.

Conclusio
As linhagens de milho tolerantes e suscetiveis aos gréos ardidos apresentam diferencas

para os padrbes enziméaticos da esterase e acool desidrogenase em gréos.
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Figural. Padrao isoenzimatico da esterase para grdos de milho (1, 2, 3, 4 e 5: linhagens suscetiveis; 6, 7, 8,
9 e10: linhagenstolerantes, a e b: repeticdes).

Figura2. Padréo isoenzimatico da alcool desidrogenase para graos de milho (1, 2, 3, 4 e 5: linhagens
suscetiveis; 6, 7, 8, 9 e 10: linhagens tolerantes).
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