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RESUMO - Este trabalho teve como objetivo estudar a interferência dos fungos Aspergillus flavus,
Fusarium moniliforme e Penicillium spp. sobre padrões eletroforéticos das sementes de milho. Tais
padrões são, normalmente, utilizados na identificação de cultivares e na certificação 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) não foi
tratada. As amostras foram acondicionadas em câmara de crescimento (25oC, 95% de umidade relativa)
por um período de 30 dias. Na análise eletroforética foi avaliada também uma amostra de sementes que
não permaneceu em câmara de crescimento, visando detectar possíveis interferências das condições do
ambiente de crescimento sobre os padrões eletroforéticos. Os resultados obtidos permitiram concluir
que a infecção das sementes com os fungos Aspergillus flavus, Fusarium moniliforme e Penicillium spp.
promove alterações nos padrões eletroforéticos das isoenzimas malato-desidrogenase, esterase, fosfatase
ácida, peroxidase e glutamato-oxalacetato-transaminase. A infecção das sementes com Aspergillus flavus
promove alterações tanto na intensidade como no número de bandas dos padrões isoenzimáticos da
álcool-desidrogenase e malato-desidrogenase.

Termos para indexação: infecção, 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 fungi Aspergillus flavus, Fusarium
moniliforme and Penicillium spp. 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 by the Aspergillus flavus, Fusarium moniliforme and Penicillium spp.
fungi promotes alterations in the electrophoretic patterns of the malate-dehydrogenase, esterase, acid
phosphatase, peroxidase and glutamate-oxalacetate-transaminase isoenzymes. Infection by Aspergillus
flavus caused 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.

INTRODUÇÃO

A qualidade das sementes é fator importante em
programas de produção agrícola, visto que as carac-
terísticas agronômicas das cultivares obtidas pela
pesquisa chegam aos agricultores através da semen-
te. Esta pode ser analisada sob os aspectos físicos,
fisiológicos, sanitários e genéticos.

A certificação da pureza genética garante aos agri-
cultores cultivares com características originais.
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O processo de identificação de cultivares garante a
proteção legal do trabalho de melhoramento que de-
senvolve novas cultivares. Tanto a identificação de
cultivares como a certificação da pureza genética de
sementes de milho são realizadas pelas instituições
produtoras de sementes em seus programas de con-
trole de qualidade, principalmente, através de
marcadores morfológicos de sementes, plântulas e
planta. Porém, o emprego desses marcadores apre-
senta algumas limitações, como a influência de fato-
res ambientais e condições do solo (Cooke, 1984;
Williams et al., 1993). Para superar tais limitações,
técnicas eletroforéticas têm sido empregadas com
sucesso na identificação de cultivares e certificação
da pureza genética (Goodman & Stuber, 1980; Cardy
& Kannenberg, 1982; Arús,1983; Smith & Wych,
1986; Stuber et al., 1988; Martinez, 1990).

O método proposto por Stuber et al. (l988) ba-
seia-se nas observações dos perfis eletroforéticos dos
coleóptilos de milho, apesar de a utilização da pró-
pria semente proporcionar maior rapidez.

Um dos fatores que pode interferir nos resultados
dos padrões eletroforéticos é a presença de micror-
ganismos associados às sementes, uma vez que eles
podem provocar alterações no metabolismo celular,
além de possuírem seu próprio sistema enzimático
(Agrios, 1988).

Este trabalho teve como objetivo verificar a pos-
sível interferência de fungos normalmente associa-
dos às sementes, nos padrões eletroforéticos de
isoenzimas, utilizados na identificação de cultivares
e certificação da pureza genética.

MATERIAL E MÉTODOS

O presente trabalho foi desenvolvido nos Laboratórios
de Sanidade e Biotecnologia de Sementes, dos Departa-
mentos de Fitopatologia e Agricultura respectivamente, da
Universidade Federal de Lavras.

Foram utilizadas sementes de milho da cultivar C-805,
safra 94/95. Para se conhecer o nível de alteração provo-
cado pelos microrganismos nos padrões eletroforéticos de
isoenzimas, uma parte das sementes foi infectada com iso-
lados dos fungos Aspergillus flavus, Fusarium moniliforme
e Penicillium spp.; em separado, outra parte foi tratada
com a mistura dos fungicidas Benomil e Thiabendazole
(T), e finalmente outra parte (controle) não recebeu
tratamento (T2). As sementes não foram submetidas a tra-

tamentos de assepsia antes de serem submetidas aos dife-
rentes tratamentos, uma vez que se pretendeu evitar qual-
quer tipo de alteração que pudesse influenciar nos meca-
nismos de associação patógeno/hospedeiro. Todas as amos-
tras foram acondicionadas em câmara de crescimento
(25oC, 95% de umidade relativa) por um período de 30 dias
(Mycok et al., 1992). Para analisar o efeito dos diferentes
tratamentos, foram tomadas subamostras aos 15 (primeira
época) e aos 30 dias (segunda época) de incubação. Para a
análise eletroforética, foi utilizada uma testemunha (T1),
que não permaneceu em câmara de crescimento, visando
detectar os possíveis efeitos das condições da câmara.

A qualidade fisiológica foi determinada pelos testes de
germinação e tetrazólio.

Os fungos utilizados na infecção foram isolados de
sementes de milho submetidas ao �blotter test�, conforme
descrição de Machado (1988). Os inóculos foram obtidos
segundo o método descrito por Vieira (l996). A concen-
tração de esporos na formulação de pó foi ajustada para
10 x 106 esporos/g do produto com auxílio de uma câma-
ra-de-Neubayer. As sementes foram infectadas com o pó
contendo os esporos dos fungos considerados, na dosa-
gem de 200 g/100 kg de sementes.

Os fungicidas utilizados no tratamento das sementes
foram Benomil e Thiabendazole, nas dosagens de 200 g e
60 g do produto comercial em 100 kg de sementes, res-
pectivamente.

O teste de germinação foi realizado em oito repetições
de 25 sementes por amostra a 30°C. A semeadura foi rea-
lizada em papel-toalha, na forma de rolo umedecido em
água na quantidade equivalente a 2,5 do peso do papel.
As avaliações foram feitas aos sete dias da semeadura, de
acordo com as Regras para Análise de Sementes (Bra-
sil, 1992).

O teste de tetrazólio foi realizado e avaliado de acordo
com as recomendações de Dias & Barros (1995), sendo os
resultados expressos em porcentagem.

A sanidade das sementes foi determinada pelo teste de
incubação em papel-de-filtro (blotter test) em placas de
Petri de 15 cm de diâmetro, segundo método descrito em
Machado (1988), antes da infecção das sementes e aos 15
e 30 dias após a infecção.

Para a análise eletroforética de isoenzimas foram utili-
zadas amostras de 50 sementes (Arús, l983). As sementes
foram liofilizadas e trituradas a frio, em moinho refrigera-
do, e conservadas em freezer a -84oC.

Após obtenção da cultura pura dos fungos Aspergillus
flavus, Fusarium moniliforme e Penicillium spp., em meio
contendo batata, dextrose e ágar (BDA), o micélio foi trans-
ferido para meio líquido de glicose e extrato de levedura,
de acordo com recomendações de Millis et al. (1994), a
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25oC sob agitação no escuro. A curva de crescimento
micelial dos isolados cultivados no meio foi determinada
de acordo com procedimentos descritos por Alfenas (l991).

Após esta fase de infecção, os micélios foram coletados
a vácuo, liofilizados e macerados em N líquido, sendo o
pó micelial armazenado em freezer a -84oC.

As isoenzimas foram extraídas de 100 mg de sementes
moídas e 0,015 mg de pó micelial, aos quais foram adi-
cionados 200 mL do tampão de extração Tris-HCl 0,2 M
pH 8,0, e em seguida, mantidos por 24 horas em geladei-
ra. Após este período, as amostras foram centrifugadas a
14.000 g a 4oC, por 30 minutos. Em seguida, foram apli-
cados 40 mL do sobrenadante nos géis de poliacrilamida a
7,5% (gel separador) e 4,5% (gel concentrador). O sistema
tampão gel/eletrodo utilizado foi tris-glicina pH 8,9.
As corridas foram efetuadas a 12 mA no gel concentrador,
e a 24 mA no gel separador.

Após a eletroforese, os géis foram revelados e corados
para os sistemas isoenzimáticos: álcool-desidrogenase
(ADH-EC 1.1.1.1), esterase (EST-EC 3.1.1.1), fosfatase
ácida (ACP-EC 3.1.3.2), glutamato-oxalacetato-
transaminase (GOT-EC 2.6.1.1), malato-desidrogenase
(MDH-EC 1.1.1.37) e peroxidase (PO-EC 1.11.1.7), de
acordo com Alfenas (l991).

O delineamento util izado foi o inteiramente
casualizado, com quatro repetições, em parcela subdivi-
dida no tempo, de acordo com Steel & Torrie (l980). Foi
verificada a normalidade dos dados pelo teste de Lilliefors.
Na comparação das médias, foi utilizado o teste de Duncan
a 5% de probabilidade.

RESULTADOS E DISCUSSÃO

Os zimogramas obtidos (Figs. 1 e 2) revelam que,
entre as enzimas avaliadas, a álcool-desidrogenase
(ADH), malato-desidrogenase (MDH), peroxidase
(PO), esterase (EST) e glutamato-oxalacetato-
transaminase (GOT) apresentaram diminuição da in-
tensidade ou do número de bandas, em virtude da
presença de fungos. Contrariamente, no que concerne
à fosfatase ácida (ACP), foi observado um aumento
na intensidade das bandas. As isoenzimas que apre-
sentaram atividade com os fungos estudados foram:
álcool-desidrogenase, apenas na segunda época
(30 dias), e esterase, fosfatase ácida, glutamato-
oxalacetato-transaminase e peroxidase. Entre estas,
as que apresentaram atividade com todos os fungos
foram as hidrolases (esterase e fosfatase ácida).
A glutamato-oxalacetato-transaminase apresentou

atividade com Aspergillus flavus e Penicillium spp.,
e a peroxidase apenas para Penicillium spp.

Quanto à ADH, nas duas épocas de avaliação fo-
ram observadas sensíveis diferenças nos padrões
isoenzimáticos das sementes infectadas com
Aspergillus flavus. Na segunda época (30 dias) ob-
servou-se diminuição na intensidade e número de
bandas, tanto nas sementes tratadas com fungicidas
quanto nas não-tratadas (Figs. 1 e 2). A ausência do
oxigênio promove o início do metabolismo fermen-
tativo, através da indução da álcool-desidrogenase
em que o acetaldeído é reduzido a etanol pela Adenina
dinucleotídeo-nicotinamida (NADH). Os produtos
finais desse metabolismo fermentativo são tóxicos
para as células, e, segundo Taiz & Zeiger (l99l), o
etanol parece ser o produto do metabolismo
fermentativo menos deletérico comparado ao lactato,
pois a acumulação deste último promove a
acidificação do citossol. No presente trabalho, as
modificações ocorridas na atividade dessa enzima
parecem ter sido mais em razão da ação dos fungos
sobre o metabolismo das sementes. Comparando os
tratamentos T1 e T2 em relação às isoenzimas ADH,
MDH, EST e GOT observou-se uma redução no apa-
recimento de bandas com a incubação em câmara de
crescimento de sementes que não foram infectadas e
nem tratadas com fungicidas, principalmente na se-
gunda época de avaliação (Figs. 1 e 2). Aos 30 dias
(segunda época), em que houve maior nível de in-
fecção das sementes por Fusarium moniliforme e
Penicillium spp. (Fig. 3), pode ser observado, pela
Tabela 1, redução na qualidade fisiológica, o que
sugere interferência dos referidos fungos no meta-
bolismo das sementes, propiciando maior alteração
nos padrões isoenzimáticos (Fig. 2). Tais alterações
poderiam causar interpretações errôneas das análi-
ses de identificação de cultivares, e certificação da
pureza genética. Vale ressaltar que o número de se-
mentes infectadas por Aspergillus flavus foi superior
à infecção pelos outros dois fungos considerados no
presente estudo (Fig. 3), o que parece ter causado
efeito negativo mais intenso sobre o metabolismo das
sementes, com subseqüente alteração no padrão
eletroforético das enzimas em questão (Tabela 1) e
(Figs. 1 e 2). É freqüente encontrar os níveis de in-
fecção verificados na presente pesquisa, em lotes de
sementes de milho comercializadas.
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A MDH-EC apresentou diminuição na intensida-
de e número de bandas em sementes infectadas com
Aspergillus flavus, Fusarium moniliforme e
Penicillium spp., nas duas épocas em estudo.
As maiores alterações, tanto em intensidade como no
número de bandas, foram observadas em sementes
infectadas com Aspergillus flavus, fato que coincide
com a alta porcentagem de sementes infectadas (77%)

na primeira época de avaliação (Fig. 3). Vieira (l996)
encontrou resultados diferentes em sementes de al-
godão e infectadas com fungos do gênero Aspergillus
e envelhecidas. Possivelmente, a presença do micror-
ganismo nas sementes, nos níveis do presente traba-
lho, levou à diminuição da intensidade e do número
de bandas em razão do aumento da atividade respi-
ratória, uma vez que a malato-desidrogenase atua no
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FIG . 1. Zimogramas das isoenzimas álcool-desidrogenase (ADH), malato-desidrogenase (MDH), esterase (EST),
fosfatase ácida (ACP), peroxidase (PO) e glutamato-oxalacetato-transaminase (GOT) de sementes de
milho da cultivar C 805 durante a primeira época de avaliação. A, Aspergillus flavus; F, Fusarium
moniliforme; P, Penicillium spp.; I, Infectadas: próximo de A com Aspergillus flavus, próximo de F com
Fusarium moniliforme e próximo de P, com Penicillium spp., (T) e (T2) tratadas e não-tratadas respecti-
vamente com fungicidas Benomil + Thiabendazole; (T1) não-incubadas em câmara de crescimento.
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ciclo de Krebs, catalisando a reação de malato ao
oxalacetato. Tais alterações no perfil eletroforético
estão de acordo com as considerações feitas por
Cherry (l983).

Observou-se, nos padrões isoenzimáticos de
esterase, diminuição no número e intensidade de ban-

das em sementes infectadas com Aspergillus flavus,
Penicillium spp., assim como em sementes tratadas
com fungicidas, nas duas épocas de avaliação (Figs. 1
e 2). Possivelmente, trata-se de uma enzima bastante
sensível, sendo o perfil eletroforético muito altera-
do, principalmente por interferência de fatores ex-
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FIG . 2. Zimogramas das isoenzimas álcool-desidrogenase (ADH), malato-desidrogenase (MDH), esterase (EST),
fosfatase ácida (ACP), peroxidase (PO) e glutamato-oxalacetato-transaminase (GOT) de sementes de
milho da cultivar C 805 durante a segunda época de avaliação. A, Aspergillus flavus; F, Fusarium
moniliforme; P, Penicillium spp.; I, Infectadas: próximo de A com Aspergillus flavus, próximo de F com
Fusarium moniliforme e próximo de P com Penicillium spp., (T) e (T2) tratadas e não-tratadas respecti-
vamente com fungicidas Benomil + Thiabendazole; (T1) não-incubadas em câmara de crescimento.
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ternos. Resultados semelhantes foram observados por
Vieira (l996). O autor relata que o perfil eletroforético
de esterase é bastante alterado pela ação de micror-
ganismo, e que a esterase deve ser usada com restri-
ções em análises de identificação de cultivares.
Cherry et al. (l974) relataram diminuição da intensi-
dade, intensificação e ocorrência de novas formas
moleculares de esterase em sementes de amendoim
infectadas com Aspergillus parasiticus.

Quanto à ACP, tem-se observado aumento na in-
tensidade de bandas em sementes infectadas com
Aspergillus flavus e Fusarium moniliforme, nas duas
épocas de avaliação e em sementes infectadas com
Penicillium spp. apenas na segunda época de avalia-
ção. Pela Fig. 3, pode-se observar, na segunda
época de avaliação, um aumento na infecção por
Penicillium spp. e redução na infecção por
Aspergillus flavus. As condições de umidade relati-
va e temperatura no interior da câmara de crescimento
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FIG . 3. Porcentagem de sementes infectadas pelos fun-
gos Aspergillus flavus, Fusarium moniliforme
e Penicillium spp., após a infecção pelos res-
pectivos fungos, aos 15 e 30 dias de exposição
das sementes em câmara de crescimento a 25oC
e 95% de umidade relativa.

1 Médias seguidas pela mesma letra, na coluna, dentro de cada variável, não diferem entre si pelo teste de Duncan a 5% de probabilidade.
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TABELA 1. Potencial de germinação (teste de tetrazólio), germinação e vigor (teste de tetrazólio) de sementes de
milho submetidas a diferentes tratamentos e avaliadas em duas épocas. UFLA, MG, 19971.
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podem ter favorecido a infecção do fungo
Penicillium spp., o qual suprimiu o desenvolvimen-
to de Aspergillus flavus. Esses resultados estão de
acordo com os encontrados por Vieira (l996), segun-
do o qual as sementes apresentaram alterações nos
seus padrões isoenzimáticos em função da associa-
ção fungo/semente. A fosfatase ácida está envolvida
na hidrólise de ésteres, e pode atuar sobre fosfoli-
pídios de membrana, tendo como conseqüência a
peroxidação de lipídios. Diversos autores relatam o
aumento da peroxidação de lipídeos com o envelhe-
cimento das sementes. Neste estudo, foi observado
que a intensidade de bandas nas sementes infectadas
foi maior, sugerindo que a presença dos fungos aqui
estudados tem papel importante na peroxidação de
lipídios. Agrios (l988) relata que cercosporin, toxina
produzida por Cercospora spp., atua na peroxidação
de lipídios de membrana.

A intensidade de bandas da PO-EC foi reduzida,
nas duas épocas de avaliação, em sementes infectadas
com  Aspergillus flavus, Fusarium moniliforme em
comparação com sementes não acondicionadas em
câmara de crescimento (T1). A peroxidase é uma
oxirredutase especializada na remoção de peróxidos.
Esta diminuição pode estar relacionada com a inten-
sa atividade celular dessa enzima na eliminação dos
peróxidos formados.

Os padrões isoenzimáticos (GOT-EC) apresenta-
ram diminuição na intensidade de bandas com a pre-
sença de Aspergillus flavus, Fusarium moniliforme
e Penicillium spp., durante a primeira época de ava-
liação. Na segunda época, tanto em sementes
infectadas com os referidos fungos, como em semen-
tes não tratadas foi observado diminuição da intensi-
dade de bandas comparada com as sementes tratadas
com fungicida. A banda da GOT-2 apresentou dimi-
nuição de intensidade. Brandão Junior (l996) relaci-
onou a ausência dessa banda com o envelhecimento
das sementes de milho. Situação contrária foi obser-
vada por Vieira (l996), em que a GOT manteve o
padrão de bandas inalterado com o aumento do pe-
ríodo de envelhecimento artificial em sementes de
algodão. Em virtude do envolvimento desta enzima
no metabolismo de N, é possível que ocorram sensí-
veis diferenças na síntese de aminoácidos, contribu-
indo para a redução na qualidade fisiológica das se-
mentes.

CONCLUSÕES

1. A infecção das sementes com Aspergillus flavus,
Fusarium moniliforme e Penicillium spp. promove
alterações nos padrões eletroforéticos das isoenzimas
malato-desidrogenase, esterase, fosfatase ácida,
peroxidase e glutamato-oxalacetato-transaminase.

2. A infecção das sementes com Aspergillus flavus
promove alterações tanto na intensidade como no
número de bandas dos padrões isoenzimáticos da ál-
cool-desidrogenase e malato-desidrogenase.

3. De maneira geral, os padrões eletroforéticos
obtidos de sementes infectadas com os fungos estu-
dados apresentam alterações nos padrões de bandas;
este fato deve ser considerado antes de realizar tes-
tes de identificação de cultivares e de certificação da
pureza genética das sementes de milho.
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