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Resumo

O objetivo deste trabalho foi avaliar hibridos de milho oriundos de empresas
sementeiras do Brasil, com e sem a inoculagio dos fungos Fusarium wverticilioides,
Stenocarpella maydis e Stenocarpella macrospora, em dois sistemas de cultivo,
convencional e sistema de semeadura direta e em dois anos agricolas e verificar a
associagio com pardmetros quimicos e bioquimicos, que possam estar diretamente
relacionados a resisténcia aos fungos. As caracteristicas avaliadas foram a
produtividade de grios, a porcentagem de grios ardidos, os teores de dcidos
graxos, as proteinas resistentes ao calor e a atividade da enzima lipoxigenase. A
significincia do contraste entre os hibridos considerados resistentes versus os
hibridos considerados susceptiveis, para produtividade de grios e porcentagem de
grios ardidos evidéncia a existéncia de gendtipos com maior resisténcia os fungos
E verticilioides, S.maydis e S. macrospora. A produtividade de grios e a porcentagem
de grios ardidos foram influenciadas pelo tipo de hibrido, pelas safras agricolas e
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pelas inoculagdes artificiais, sendo mais pronunciada no sistema de plantio direto.
Nio hd associagdo entre a produtividade de grios e porcentagem de grios ardidos
o que evidencia que as perdas provocadas pela incidéncia de grios ardidos em
milho néo sdo de cariter quantitativo. H4 diferencas nos teores de dcidos graxos
linoléico entre os grupos de hibridos estudados, sendo maiores os valores obtidos
no grupo de hibridos considerados resistentes ao complexo grios ardidos. Com
base na concentra¢do de fragbes de proteinas resistentes ao calor, foi possivel
verificar bandas especificas presentes nos hibridos considerados resistentes aos
fungos causadores do complexo grios ardidos, mais especificamente de peso
molecular de 50 kDa. Os perfis eletroforéticos para a lipoxigenase revelam uma
maior intensidade de bandas para os hibridos resistentes aos fungos causadores
de grios ardidos em milho.

Palavras-chave: grios ardidos; Zea mays; inoculagio artificial; LEA proteina;
lipoxigenase.

Abstract
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'The goal of this work was to evaluate corn hybrids developed by seed companies in
Brazil, inoculated and not inoculated with fungi Fusarium verticilioides, Stenocarpella
maydis and Stenocarpella macrospora, under conventional and direct sowing
cropping systems, in two crop seasons and verify the association with chemical
and biochemical grain characteristics, which can be directly related to tolerance to
the fungi. Grain yield, percentage of rotten grain, fatty acids levels, heat resistant
proteins, and lipoxygenase enzyme activity were measured. The significance of
the contrast between hybrids considered resistant versus susceptible, for grain
yield and rotten grains percentage identified genotypes with higher tolerance the
tungi F verticilioides, S. maydis and §. macrospora. Grain yield and the percentage
of rotten grains were influenced by: hybrid type, crop season and by artificial fungi
inoculations, being more pronounced in plants coming from direct planting system.
There is no association between grain yield and percentage of rotten grains which
demonstrated that losses caused by incidence of grain rot disease in corn are not a
quantitative character. There are differences in levels of linoleic acid among corn
hybrids groups studied, with higher values being obtained in tolerant to grain
rot complex. Based on concentration of heat resistant protein fractions it was
possible to verify the presence of specific bands in the tolerant hybrids and more
specifically in those of 50 kDa molecular weight. The electrophoresis profiles for
lipoxygenase reveal higher band intensity for the hybrids tolerant to the corn
grain rot causing fungi.

Key words: grain rot; Zea mays; artificial inoculation; LEA protein; lipoxygenase.
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Introducao

As dreas de cultivo de milho na regido
Sul de Minas Gerais sdo caracterizadas por
um relevo montanhoso, com altitude geral-
mente acima de 800 m. A maioria das dreas
de cultivo ¢ realizada sob o sistema conven-
cional de cultivo, mas nos ultimos anos tem
sido observado, aumento nas dreas de cultivo
de milho sob plantio direto. Esse aumento de
drea associado a falta de rotagdo de culturas,
ao monocultivo de milho e as condi¢des
climaticas favordveis tem propiciado o apa-
recimento de vérias doengas, destacando as
podridées de grios e espigas, que provocam
o aparecimento de grios ardidos.

Os fungos mais frequentemente detec-
tados e associados ao “complexo grios ardidos”
sdo Fusarium verticilioides, Diplodia maydis
(Stenocarpella maydis) e Diplodia macrospora
(Stenocarpella macrospora). Estes fungos atuam
de forma deletéria na qualidade dos gréos e
sdo aceitdveis os valores maximos de 2% de
grios ardidos para a exportagdo e de 6% para
a comercializa¢do no mercado interno.

A ocorréncia desses patégenos pro-
voca redugdo na produtividade de grios e na
qualidade sanitdria dos gréos, pois a infecgdo
por esses fungos resulta na paralisagdo do
processo normal de enchimento de grios e
reduz o peso de espigas. O cultivo do milho
em monocultura e o plantio direto favorecem
a sobrevivéncia, a manutengio e a multiplica-
¢do do inéculo destes fungos (ZAMBOLIM
et al., 2000). Dessa forma, torna-se cada vez
mais importante a correta escolha do material
genético a ser utilizado.

A resisténcia de genétipos de milho a
podriddes de grios e espigas estd relacionada
ao teor de 4cidos graxos do tipo linoléico
(ZERINGUE et al.,1996). Esse ¢ o principal
dcido graxo insaturado, compreendendo cerca
de 62% dos 6leos vegetais do milho, sendo
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também essencial 2 nutri¢io humana e a al-
guns animais, dada a incapacidade de sintese
dos mesmos pelos animais (PAES, 2008).

Quando tecidos de plantas sio dani-
ficados por patégenos ou mecanicamente,
ocorre uma degradacio seqiiencial de lipideos
que sdo produtos primdrios da rea¢do das
lipoxigenases. Essas enzimas sio ativadas e
oxidam os dcidos graxos linoléicos, produzindo
uma determinada concentrago de aldeidos e
compostos voldteis que inibem a formagio e
o desenvolvimento de fungos em grios (KIM
et al., 2002; WRIGHT et al., 2000).

Um assunto recente e pouco estudado
¢ ainfluéncia de Late Embryogenesis Abun-
dant Proteins (LEA Proteinas), presentes
em graos de milho, sobre a resisténcia de
grios aos fungos que causam graos ardidos.
Cultivares resistentes a condi¢des de estresse
e associagdo com proteinas resistentes ao
calor foram selecionadas para feijaio-de-
-corda (BEZERRA, 1996). Dessa forma,
este autor sugere estudos sobre a associagio
destas proteinas a resisténcia a agentes pato-
génicos causadores de podridées de espiga.
Entretanto, estudos relacionados a influén-
cia de compostos quimicos, a atividade de
enzimas especificas em grios de milho com
a resisténcia de gendtipos associados aos
patégenos causadores de grios ardidos sdo
bastante escassos no Brasil.

Este trabalho teve como objetivos ava-
liar hibridos comerciais de milho oriundos de
empresas produtoras de sementes do Brasil,
inoculadas e ndo inoculadas com os fungos
Fusarium verticilioides, Stenocarpella maydis e
Stenocarpella macrospora,em dois sistemas de
cultivo, convencional e sistema de semeadura
direta e em dois anos agricolas; objetivou-se
também verificar a associagdo com parime-
tros quimicos e bioquimicos, que possam
estar diretamente relacionados a resisténcia
a esses fungos.
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Material e Métodos

Os experimentos foram conduzidos em
dois locais, nas safras agricolas de 2006/07 e
2007/08. O primeiro experimento foi instala-
do em Lavras, Minas Gerais (IMG). A cidade
estd situada a 918 m de altitude, a 21°14’30”
de latitude Sul e 45°00°10’de longitude Oeste.
O clima da regifo, segundo a classificagio de
Képpen, ¢ considerado como mesotérmico,
apresentando verdes brandos e chuvosos
(Cwb). Neste local a instalagio dos experi-
mentos foi no sistema de plantio convencional,
numa drea onde ¢ comum o plantio de milho
ap6s milho, sem rotagio de culturas.

O segundo experimento foi instalado
na Fazenda Palheta, no municipio de Lu-
mindrias (MG), onde os verdes sio brandos
e chuvosos (Cwb). Nesta segunda drea, os
experimentos foram instalados em sistema
de plantio direto, adotando como cultura de
inverno, o nabo forrageiro e/ou tremogo, em
sucessdo ao milho.

Os experimentos foram instalados na
primeira quinzena do més de novembro e as
colheitas ocorreram na primeira quinzena
de maio, ap6s a maturidade fisiolégica. Fo-
ram utilizados dez hibridos de milho, sendo
divididos em dois grupos de acordo com a
sua reagio aos fungos Fusarium verticilioides,
Stenocarpella maydis e Stenocarpella macrospora
baseado em dados fornecidos pelas empresas
produtoras de sementes. Os grupos foram:
grupo 1, composto por hibridos resistentes
(AG 6018, AG 8021, DKB 199,2 A 525 ¢
NB 7215) e grupo 2, por hibridos suscetiveis
(DKB 350, DKB 390, P30F53,2 B 710 ¢
NB 7210). O delineamento experimental
foi o de blocos casualizados com trés repe-
tices, em esquema fatorial 10 x 4, sendo
dez hibridos de milho e quatro tratamentos
de inoculagio de fungos patogénicos, sendo
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trés com inoculagdo artificial dos fungos
Fusarium verticilioides, Stenocarpella maydis
e Stenocarpella macrospora e um tratamento
testemunha, sem inoculagio.

Para proceder a inoculagio artificial,
foram cedidas pela empresa Monsanto do
Brasil S.A., amostras de grios de milho
infectadas com os fungos F werticilioides, S.
maydis e S. macrospora, sendo estas oriundas
dos municipios de Uberlandia (MG), Cha-
padio do Sul (MS) e Irai de Minas (MG),
respectivamente. Estes fungos foram isola-
dos, em meio de cultura batata - dextrose -
dgar (BDA), purificados para a produgio de
conidios a serem utilizados nas inoculagdes.
A suspensio de conidios utilizada nos traba-
lhos de inoculagio foi ajustada por meio de
contagem em cdmara de Neubauer para 4 x
10*conidios ml™. As inoculagdes foram feitas
nas duas linhas componentes de cada parcela,
sempre no final do dia, quando a temperatura
se encontrava amena (MARIO; REIS, 2001).

A incidéncia de graos ardidos foi de-
terminada conforme procedimento proposto
na portaria n° 11, de 12/04/96 (BRASIL,
1996). Para a determinagio da produgio
de grios por hectare, foi realizada a colhei-
ta manual das espigas das duas fileiras da
parcela. As espigas foram debulhadas, os
graos pesados e o teor de dgua dos grios
determinados. Os dados de produtividade
de grios foram corrigidos para um teor de
13% de umidade e expressos em kg ha™. Os
teores de 4dcidos graxos foram analisados
com grios produzidos na safra (2006/07)
e as andlises de bioquimicas com grios
produzidos na safra (2007/08). Os ésteres
metilicos dos dcidos graxos foram obtidos
segundo metodologia adaptada de Hartman
e Lago (1973), citados por Guevara (2003).
Os dados foram coletados e trabalhados
com auxilio da Work Station Varian Star,

V.8 N.2 MaiolAgo.2012



sendo adotado o modo de injegdo “splitless”.
Uma amostra de grios composta de cada
hibrido foi embebida durante cinco horas,
para a extra¢do dos eixos embriondrios para
realiza¢do da corrida eletroforética de LEA
Proteina, e maceragio de sementes inteiras
para a avalia¢do da Lipoxigenase, sendo as
andlises dos géis conforme Alfenas (2006).

Inicialmente, realizou-se a anilise de
variancia individual e posteriormente a andli-
se conjunta envolvendo os dois anos agricolas
dentro de cada sistemas de cultivo. Os dados
obtidos foram submetidos ao teste de agru-
pamento de médias Skott Knott por meio do
programa estatistico SISVAR (FERREIRA,
2002). Para a realiza¢io dos contrastes entre
as médias, os dez hibridos foram separados
em dois grupos, um considerado resistente e
outro considerado susceptivel ao complexo
de grios ardidos. Para avaliar o efeito nos
grupos de hibridos, os tratamentos foram
divididos de acordo com dados repassados
pelas empresas e as inoculagées artificiais
realizadas: (R) considerados resistentes; (S)
considerados susceptiveis; (T') testemunhas
(sem inoculag¢do); (I) inoculados, (F) inocu-
lado com o fungo FE werticilioides e (St) as
inoculagées com os fungos S. macrospora e
§. maydis.

Desse modo, foram realizados quatro
contrastes ortogonais (R vs S, T vs I, T vs
E, T vs St), visando comparar os grupos de
hibridos em relagdo a produtividade de graos
e grios ardidos, em cada safra agricolas. Foi
obtido também, correlagdes simples de Pe-
arson, entre as caracteristicas agrondmicas
(produtividade de grios e porcentagem de
grios ardidos), utilizando o programa esta-
tistico GENES (CRUZ, 2007). Foi realizado
também andlise de varidncia individual para
as andlises quimicas do perfil dos dcidos gra-
xo0s, sendo os dados submetidos ao teste de
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médias Skott Knott, por meio do programa

estatistico SISVAR (FERREIRA, 2002).
Resultados e Discussiao

Na primeira safra (2006/07) o hibrido
mais produtivo foi o DKB 390, com produ-
tividade superior a 11.000 kg ha™, seguido
dos hibridos P 30F53,2 A 525 e DKB 199,
que ndo diferiram entre si. J4 na segunda
safra (2007/08) o P 30F53 foi o hibrido mais
produtivo, com média superior a 10.000 kg
ha!, apesar de ndo diferir estatisticamente
dos hibridos NB 7210, DKB 390 ¢ NB 7215.
Os hibridos AG 6018 ¢ DKB 350 foram
os menos produtivos, com produtividade
inferior a 8.100 kg ha'. Estes valores de
produtividades estdo acima das médias do
estado de Minas Gerais, que sdo inferiores
a 4.500 kg ha' (CONAB, 2008). Houve
diferenca na produtividade de grios entre
as safras agricolas, sendo que, na primeira
safra (2006/07) a produtividade de grios foi
superior em cerca de 1500 kg ha™.

Nos tratamentos inoculados pelo fun-
go F werticilioides, os hibridos DKB 390 e P
30F53 obtiveram as maiores produtividades,
com média superior a 10.000 kg ha™. Vale
ressaltar que estes hibridos sao pertencentes
ao grupo considerado como susceptivel ao
complexo de grios ardidos, ndo diferindo
entre si dos hibridos 2 B 710, NB 7210 e
2 A 525. Nos tratamentos inoculados com
os fungos causadores da podriddo branca
da espiga, para o fungo 8. maydis nao houve
diferengas significativas entre os hibridos
inoculados. Porém, houve diferenca signifi-
cativa para a inoculagdo com §. macrospora,
sendo os hibridos DKB 390, P 30F53, DKB
199,2 A 525 ¢ NB 7215 os que obtiveram a
maior produtividade de graos. Dentre estes
hibridos existem aqueles considerados como
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resistentes e também susceptiveis, de acordo
com as empresas produtoras de sementes.
Esses resultados confirmam o relato feito
por Wiser et al. (1960), de que nio existe
germoplasma com resisténcia completa a
Stenocarpellas spp. Ficou evidenciado tam-
bém, que existe variabilidade genética para
resisténcia a Stenocarpellas spp., o que sugere
que através de programas de melhoramento
especificos, possa-se conseguir hibridos re-
sistentes a podriddo branca da espiga.

Nos tratamentos testemunha (sem
inoculagdo), os hibridos mais produtivos
foram o 2 A 525, AG 8021, considerados
resistentes ¢ o DKB 390 considerado sus-
ceptivel,ambos com produtividades de grios
superiores a 10.000 kg.ha™. E importante
enfatizar que esses hibridos nio diferiram
dos hibridos 2 A 525, P 30F53 e NB 7210
(Tabela 1). Vale ressaltar ainda que, o fato
do hibrido ter sido mais produtivo nio
necessariamente acarretard em uma menor
incidéncia de graos ardidos, além de que, a
resisténcia do material a podriddo de graos
apresenta heranca quantitativa, sendo al-
tamente influenciada pelo ambiente. Para
evidenciar isso, quando se analisa as médias
de produtividade de grios dos diferentes
tratamentos inoculados artificialmente (F
verticilioides, S. maydis e . macrospora),
verifica-se que estas estiveram préximas da
média do tratamento testemunha (sem ino-
culagio), que foi de 9.353 kg ha* (Tabela 1).

A significancia da interag¢do hibridos
x inoculagdes x safras, para a incidéncia de
grios ardidos, permite inferir que ha diferen-
¢as na reagio dos hibridos avaliados quando
inoculados artificialmente com os fungos
F. werticilioides, S. maydis ¢ S. macrospora e
que isso é dependente das safras agricolas
(Tabela 1). Os valores foram superiores na

segunda safra (2007/08) para os tratamentos
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inoculados com os fungos F. wverticilioides,
§. maydis e S. macrospora, bem como para o
tratamento testemunha (T) sem inoculagio.
Este fato pode ser explicado pela maior
intensidade de chuvas no final do ciclo da
cultura. Ribeiro et al. (2005) também obteve
diferentes incidéncias de graos ardidos, para
trés hibridos de milho quando comparados
em diferentes safras agricolas. Na primeira
safra (2006/07), apenas para a inoculagio
artificial com o fungo S. macrospora houve
diferenca significativa entre os hibridos. A
maior incidéncia de graos ardidos foi para o
hibrido DKB 390, considerado susceptivel e
a menor incidéncia para o hibrido DKB 199,
considerado resistente (Tabela 1).

Com base na infecgdo natural,
representada pelo tratamento testemunha
(T — sem inoculagio), houve diferenca
significativa entre os hibridos na segunda
safra (2007/08), onde o hibrido AG 6018
obteve a menor porcentagem de grios ardidos
(3,81%), considerado resistente, e a maior
porcentagem de grios ardidos foi detectada
no hibrido NB 7210 (14,93%), pertencente
ao grupo de hibrido considerado susceptivel
pelas empresas produtoras de sementes ao
complexo grios ardidos (Tabela 1).

A elevada incidéncia de I moniliforme
em graos de milho jd foi descrita por varios
autores, como Luz e Pereira (1998) e Pinto
(1998). Reid et al. (1999) consideram esse
fungo endofitico e onipresente na natureza,
contudo, nem sempre patogénico. Entretanto,
Munkvold et al. (1997) relatam a possibilidade
de infecgdo sistémica a partir do indculo
da semente ou através dos restos culturais
presentes na superficie do solo, resultando na
infecgdo das espigas e dos grios.

Para os resultados da inoculagdo
artificial com o fungo F. werticilioides, o
hibrido que apresentou a maior incidéncia

V.8 N.2 MaiolAgo.2012



Tabela I.

Resultados médios de porcentagem de graos ardidos em dez hibridos de milho,em fungao

da inoculagao com os fungos F. verticilioides (F), S. maydis (M) e S. macrospora (MA) e do
tratamentos testemunha (T — sem inoculagao) em funcao das safras agricolas (2006/07
e 2007/08), em sistema de cultivo convencional

Hibridos Safra 2006/07 Safra 2007/08
F M MA T F M MA T

AG 6018 263aB  290aB 203aB 453aA 2156cA 1447dA 2433eA 3,81aA
AG 8021 3402B 550aB 3,13aB 346aB 1389bA 1191cA 11,12bA 7,50 bA
DKB199  273aB 282aA 3,63aA 326aA 1587bA 301aA 493aA 641bA
2A525 4202A 293aB  7,70bA 733aA 6,89aA 9,65bA 439aA 484aA
NB 7215 706aB  563aA 5,13aB 426aA 1375bA 8,62Ba 1247bA 6,41bA
DKB350  600aB 6,06aB 2,03aB 413aA 2151cA 17,74eA 1660cA 4,29aA
DKB390  590aB 550aB 7,73bB  4,06aB 2076cA 2469gA 1526cA 9,52 cA
P 30F53 430aB  593aB 456aB  490aB 1503bA 1605dA 1380bA 10,67 cA
2B710 4172A 563aB 3,76aB  463aB  4,722A 2644gA 2699eA 8,67 cA
NB 7210 480aB 873aB 6,70bB 483aB 3305dA 2232gA 2137dA 1493dA
MEDIAS  452A 516A 464A 454A 1670A 1550A 1512A 7,/0B

Nota: Médias seguidas de mesmas letras minusculas na coluna e maitscula na linha pertencem ao mesmo agrupamento

pelo teste de Scott Knott, em nivel de significdncia de 5%.
de grios ardidos na segunda safra (2007/08)
foi o hibrido NB 7210, com mais de 33%
de grios ardidos, sendo os hibridos 2 A
525 e 2 B 710 os que obtiveram as menores
porcentagens 6,89 e 4,72%, respectivamente.
Estes valores sdo superiores ao indice médximo
aceitdvel para fim de exportagdo de grios
de milho que ¢ de 2% (MENEGAZZO,
et al., 2001). Ao mesmo tempo em que F
verticilioides causa prejuizos econémicos,
desvalorizagdo do produto final, também
causa problemas devido ao seu potencial
como agente produtor de micotoxinas,
principalmente das fumonisinas, as quais estio
relacionadas a danos a satide humana e animal
(MUNKVOLD; DESJARDIN, 1997).

Nas avaliagbes das inoculag¢des com
o fungo §. maydis, o mesmo hibrido NB
7210, que hora foi susceptivel para o fungo
E. werticilioides, foi também o hibrido que
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obteve também a maior porcentagem de grios
ardidos, seguido dos hibridos DKB 390 e 2
B 710, sendo os valores superiores a 22% de
grios ardidos (Tabela 1). O fato de ter havido
hibridos com elevadas porcentagens de grios
ardidos, quando inoculado com a §. maydis,
permite-nos inferir que existe diferenga
entre os hibridos avaliados e que os mesmos
possuem comportamento diferente para os
fungos em estudos. Segundo Flett e McLaren
(1994), para que sejam detectadas diferengas
quanto a reagio de hibridos, é necessdria uma
incidéncia minima de 17% de graos infectados.
Estes hibridos estdo enquadrados no grupo
considerado pelas empresas produtoras como
susceptiveis a podridées de graos.

Para as inoculagdes artificiais com a .
macrospora, o hibrido 2 B 710 obteve a maior
incidéncia de grios ardidos, com um valor de
26,99%, pertencente ao grupo de hibridos
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considerados susceptiveis. O hibrido que
obteve o menor percentual foi 0 2 A 525, com
4,39%, pertencente ao grupo considerado
como resistente aos fungos causadores de
podridao.

Trabalhos de pesquisas conduzidos na
regido sul do Brasil, na cultura do milho, tem
obtidos maiores incidéncias de §. macrospora
em relagdo a 8. maydis (DEL RIO, 1990;
MARIO; REIS, 2003). Porém, para os
experimentos conduzidos na regido do Sul
de Minas Gerais, as porcentagens médias
de grios ardidos obtidas para os tratamentos
inoculados com §. maydis e S. macrospora
foram semelhantes, mesmo na segunda
safra (2007/08), cujos valores foram mais
expressivos, com valores de 15,50 e 15,12%,
respectivamente (Tabela 1).

Com base nestes resultados, ficou
evidente que é possivel avaliar a resisténcia de
hibridos de milho, aos fungos [ verticilioides,
S. maydis e §. macrospora, nas condigoes
climiticas da regido do Sul de Minas
Gerais, por meio de inoculagdes artificiais.
Para a caracteristica produtividade de grios
considerando os contrastes de médias
entre os hibridos considerados resistentes e
susceptivel (R vs. S), somente foi significativo
o contraste na segunda safra (2007/08), com

mais de 90% de probabilidade (Tabela 2).
Porém, nio é possivel afirmar que o fato
do hibrido ser mais ou menos produtivo,
condicionard uma maior ou menor resisténcia
as podridées de espigas.

Para os contrastes envolvendo a
porcentagem de grios ardidos, o contraste
(R vs. S), foi significativo com mais de 95%
de probabilidade, nas duas safras agricolas
(2006/07 e 2007/08) (Tabela 2). Estes
resultados confirmam os dados repassados
pelas empresas produtoras de sementes,
quanto a resisténcia ao complexo de grios
ardidos, além de evidenciar a existéncia de
variagdo quanto a resisténcia nos hibridos
analisados. Quando analisados os contrastes
testemunha vs inoculagdes, testemunha vs
E wverticilidides, testemunha vs S.maydis e §.
macrospora, verifica-se significincia somente
na segunda safra (2007/08) para grios
ardidos. E importante enfatizar que o fato
de ter havido uma alta significincia, mais
de 95% de probabilidade, para os contrastes
envolvendo os tratamentos inoculados com
os fungos causadores de grios ardidos vs. os
tratamentos testemunha (sem inoculagio),
justifica a utiliza¢do da inoculagio artificial,
quando se pretende avaliar a resisténcia
de aos fungos F. werticilidides, S.maydis

Tabela 2. Probabilidade de significancia dos contrates para produtividade de graos (PROD)
e porcentagem de graos ardidos (GA), envolvendo os tratamentos inoculados
artificialmente com os fungos Fusarium verticilioides (F), Stenocarpella maydis (M) e
Stenocarpella macrospora (MA) e um tratamento testemunha (T), nas safras agricolas de
2006/07 e 2007/08, em sistema de manejo convencional

Contrasted’ Safra 2006/07 Safra 2007/08
PROD GA PROD GA
Rvs. S 0,66 0,03 0,03 <0,01
Tvs. 1 0,59 0,25 0,12 <0,01
Tvs. F 0,38 0,53 0,16 <0,01
T vs. St 0,29 0,97 0,17 <0,01

Nota: | R (resistente); S (susceptivel); T (testemunha); | (inoculagdo); F (F. verticilidides) e St (S.maydis e S macrospora).
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e S. macrospora. Estes resultados ja eram
esperados, devido a avaliagio de porcentagem
de grios ardidos ter apresentado uma maior
incidéncia na segunda safra (2007/08).

Na primeira safra (2006/07), e na
segunda safra (2007/08) ndo houve diferencas
significativas para o efeito das inoculagdes
e para a interagdo hibridos x inoculagées
na varidvel produtividade de graos. Para
a porcentagem de grios ardidos, houve
efeito significativo para inoculagbes e para
a interag¢do hibridos x inoculagdes, nas duas
safras agricolas (2006/07 e 2007/08).

Com base nos resultados obtidos da
primeira safra (2006/07) para produtividade
de grios, o hibrido mais produtivo foi o
DKB 350, com produtividade de 10.518 kg
ha!; seguido dos hibridos 2 B 710, P 30F53,
2 A 525 e DKB 199, que pertenceram ao
mesmo grupo de médias. J4 na segunda safra
(2007/08) o P 30F53 foi o hibrido mais
produtivo, com média de 12.014 kg ha™, que
também nido diferiu estatisticamente dos
hibridos DKB 390, 2 A 525 ¢ AG 8021.

A produtividade média foi maior na
segunda safra (2007/08), com uma diferenca
de 1.662 kg ha'!, em relagdo a safra (2006/07).
Este fato pode ter sido influenciado pelo
excesso de chuvas préximo do periodo de
florescimento ocorrido na primeira safra,
pois o periodo nublado acarreta em queda de
produtividade, devido a baixa disponibilidade
de radiagio solar (FISCHER; PALMER,
1984; FANCELLL; DOURADO-NETO,
2000). Os valores de produtividades estdo
acima da produtividade média nacional de
milho que é de 3.653 kg.ha' (CONAB,
2008). Estes resultados corroboram com
os obtidos por Ribeiro et al. (2005) que
avaliando a incidéncia de podridées de
grios, obteve também em sistema de plantio
direto, produtividades potenciais superiores

2 13.000 kg ha™.
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O efeito significativo para a interagio
hibridos x inoculagées x safras, para a incidéncia
de grios ardidos, permite-nos inferir que hd
diferencas na reagdo dos hibridos quando
inoculados artificialmente com os fungos £
verticilioides, S. maydis € S. macrospora e isso
também ¢ dependente das safras agricolas.
De acordo com os resultados obtidos nos
tratamentos inoculados com os fungos F.
verticilioides, S. maydis e S. macrospora, bem
como para o tratamento testemunha (T)
pode-se observar que, estes foram superiores
na segunda safra (2007/08) (Tabela 3).

Estes resultados corroboram com
os obtidos por Ribeiro et al. (2005), que
obteve diferentes incidéncias de grios
ardidos, quando comparadas diferentes
safras agricolas. Esses resultados evidenciam
o efeito do ambiente na incidéncia das
podriddes de espiga.

Na primeira safra (2006/07), apenas
para a inoculagdo artificial com o fungo
S. maydis houve diferenca significativa. A
maior incidéncia de grios ardidos foi para o
hibrido DKB 390, considerado susceptivel e
a menor incidéncia para o hibrido AG 6018,
considerado resistente. Esses resultados
confirmam o relato feito por Wiser et al,,
(1960), de que ndo existe germoplasma com
resisténcia completa a 8. maydis.

Na segunda safra (2007/08), também
houve diferenca significativa entre os hibridos,
para os tratamentos inoculados artificialmente
e para a testemunha. Com base nos valores
obtidos na infec¢do natural, no tratamento
testemunha (T), a menor incidéncia foi
detectada no hibrido AG 6018 (2,15%) e
a maior incidéncia no hibrido NB 7210
(13,53%). Juliatti et al. (2007) obteve média de
porcentagem de grios ardidos semelhante para
o hibrido AG 6018 (2,15%), quando avaliado
em sistema de plantio direto, para a regido do
Tridngulo Mineiro em Minas Gerais.
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Tabela 3.

Resultados médios de porcentagem de graos ardidos em 10 hibridos de milho,em fungao

da inoculagdo com os fungos F. verticilioides (F), S. maydis (M) e S. macrospora (MA) e dos
tratamentos testemunha (T — sem inoculagao) em funcao das safras agricolas (2006/07
e 2007/08), em sistema de plantio direto. Fazenda Palheta, Luminarias (MG), 2009

Hibridos Safra 2006/07 Safra 2007/08
F M MA T F M MA T

AG 6018 1,74Ab 1,60aB 1,81aB 337aA 812cA 1143cA 829cA 2,15aA
AG 8021 248Aa 3,17aB 1,72aB 2,92aA 328aA 846bA 485bA  471bA
DKB199  236aB 284aA 398aA 281aA 576bA 587aA 178aA 3,03aA
2A525 295Ab 510bB 3,08aB 333aA 1021cA 1084cA 6,08cA 3,10aA
NB 7215 3,07aB  7,74bB  2,97aB 3,94aA 1366dA 2633eA 2256eA 5,67bA
DKB350  4.05aA 460bB 3,88aB 2,83aB 646bA 1965dA 17,11dA 6,62 bA
DKB390  338aB 1508cB 347aB 2,09aB 1054cA 1907dA 31,07gA 6,77 bA
P 30F53 287aB  233aB 263aB 2,11aB  734bA  578aA 723cA  9,14cA
2B710 459aB 481bB 337aB 292aA 2143¢A 2489¢A 2675¢A 4,83bA
NB 7210 413aB 7,08bB 2,69aB 349aB 1449dA 2512eA 3937hi 1353dA
MEDIAS  452A 516A 464A 454A 1670A 1550A 1512A 7,/0B

Nota: Médias seguidas de mesmas letras mintsculas na coluna e maitscula na linha pertencem ao mesmo agrupamento

pelo teste de Scott Knott, em nivel de significancia de 5%.

Para os resultados da inoculagio
artificial com o fungo F. wverticilioides, o
hibrido que apresentou a maior incidéncia de
graos ardidos foi o 2 B 710, com 21,43% de
grios ardidos. O hibrido AG 8021 foi o que
obteve a menor porcentagem, com 3,28%.
Nas inoculagbes com o fungo S.maydis, o
hibrido NB 7215 foi o que obteve a maior
porcentagem de grios ardidos, com 26,33%,
ndo diferindo estatisticamente dos hibridos
2 B 710 e NB 7210 (Tabela 3). Para as
inoculagdes artificiais com a §. macrospora, o
hibrido NB 7210 obteve a maior incidéncia
de grios ardidos, com 39,37%, o menor
percentual foi obtido no hibrido DKB 199
com 1,78% (Tabela 3).

Os altos valores obtidos na incidéncia
de grios ardidos no hibrido NB 7210
permite-nos inferir que ele apresentou uma
menor resisténcia quando comparados com
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aos demais hibridos avaliados, principalmente
quando submetido a inoculag¢es artificiais
com os fungos S.maydis e S. macrospora.
Segundo Pinto (2001) existem diferentes
estratégias no controle de podridées de
grdos em milho, sendo uma das melhores
alternativas o uso de gendtipos resistentes.
Desse modo, fica evidente a importincia
de estudar os mecanismos envolvidos na
resisténcia de hibridos de milho ao complexo
grios ardidos.

Para a produtividade de graos,
somente foi significativo o contraste entre
os contrastes de médias entre os diferentes
grupos de hibridos, os considerados
resistentes e considerados susceptivel, para
a caracteristica produtividade de graos,
somente foi significativo o contraste na
segunda safra (2007/08), com mais de 90%
de probabilidade, conforme tabela 4.
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Tabela 4. Probabilidade de significancia de contrates para produtividade de graos (PROD)
e porcentagem de graos ardidos (G.A.), envolvendo os tratamentos inoculados
artificialmente com os fungos Fusarium verticilioides (F), Stenocarpella maydis (M) e
Stenocarpella macrospora (MA) e um tratamento testemunha (T), nas safras agricolas de

2006/07 e 2007/08, em sistema de plantio direto. Luminarias (MG) 2009

Contrastes! Safra 2006/07 Safra 2007/08
PROD GA PROD GA
Rvs. S 0,12 0,04 0,15 <0,01
Tvs. 1 0,12 0,12 0,73 <0,01
Tvs. F 0,05 0,78 0,74 <0,01
T vs. St 0,52 0,04 0,78 <0,01

Nota: | R (resistente); S (susceptivel);T (testemunha); | (inoculagdo); F (F. verticilidides) e St (S.maydis e S macrospora).

Para os contrastes envolvendo a
porcentagem de grios ardidos, o contraste
(R vs. S), foi significativo com mais de 90%
de probabilidade para as duas safras agricolas,
conforme tabela 4. Um fator importante
para a obtengdo destes resultados foram as
ocorréncias de uma maior frequéncia de
chuvas, principalmente no periodo apds
o florescimento da cultura. Trabalhos de
pesquisas evidenciam (SANTOS et al.,2002;
FERNANDES; OLIVEIRA, 1997) que a
ocorréncia de altas precipitagdes pluviais, no
periodo de final de ciclo da cultura acarreta
em um maior desencadeamento de podridées
de espiga.

Quando analisados os contrastes
testemunha vs inoculagdes, testemunha vs
F. werticilidides, testemunha vs. S.maydis
e 8. macrospora, os contrastes foram
significativos somente na segunda safra
(2007/08). Estes resultados confirmam os
obtidos anteriormente, quando analisado
conjuntamente as safras agricolas,
demonstrando maior incidéncia de podridao
de grios na segunda safra (2007/08). Com
base nos resultados, podemos inferir que
existe variabilidade genética para os fungos
E verticilioides, S.maydis e S. macrospora e que,
através de um programa de melhoramento
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direcionado para esse fim, pode-se conseguir
hibridos resistentes 4 podriddo da espiga.

O estudo das correlagdes torna-se
importante quando se deseja analisar o
grau de associa¢do entre dois conjuntos de
scores referentes a um determinado grupo
de individuos. A medida usual de correlagio
é o coeficiente (r) de correlagio de Pearson.
Se positivo, indica que o aumento de uma
determinada caracteristica implicard no
aumento da outra, e se negativo, o aumento
de uma determinada caracteristica implica
na diminui¢do da outra. A relacio ¢ perfeita
quando o valor do r for igual a +1 ou -1.

Com base nas variagdes encontradas
para a porcentagem de grios ardidos, dentro
de cada tratamento, eram esperadas por sua
vez, que houvesse uma correlagio negativa
entre a incidéncia desses fungos nos grios
de milho colhidos com a produtividade de
grios. Contudo, nio se observou correlagio
significativa entre a incidéncia dos fungos
nos grios e a produtividade de grios, para
as duas safras agricolas (2006/07 e 2007/08)
nos dois sistemas de cultivo (Tabela 5). Estes
resultados nio corroboram com os obtidos
por Santos et al. (2002) que obteve correlagio
significativa e negativa entre a porcentagem
de grios ardidos e a produtividade de graos.
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Tabela 5. Coeficiente de correlagio (r) para produtividade de graos (PROD) e porcentagem de
graos ardidos (GA.), envolvendo os tratamentos inoculados artificialmente com os fungos
Fusarium verticilioides (F), Stenocarpella maydis (Sy) e Stenocarpella macrospora (Sm) e o
tratamento testemunha (T), nas safras agricolas de 2006/07 e 2007/08, em dois sistema
de cultivo (convencional e plantio direto)

Convencional Plantio Direto
GA  Safra2006/07 Safra 2007/08 Safra 2006/07 Safra 2007/08
PROD PROD PROD PROD
F 0,19 N8 -0,03 N8 0,41 18 0,06 NS
Sy 0,25 N8 0,11 18 0,328 0,01N8
SM 0,47 NS -0,03 N8 0,48 NS -0,17N8
T 0,158 0,30 N8 0,02 N8 0,40NS

Nota: NS - ndo significativo.

Por outro lado, os dados obtidos sdo
semelhantes aos relatados por Thompson et
al. (1971), que apontam a podridao de espiga
como um fator redutor da qualidade e ndo
tanto de quantidade de grios produzidos.
Estes autores, afirmam ainda, que a podridao
de espigas ndo estd relacionada com a podridao
do colmo, a qual pode causar redugoes
no rendimento de graos. Estes resultados
permitem inferir que a infecgdo de grios
de milho a campo, causadas principalmente
pelos fungos relacionados ao complexo
grios ardidos, dentre eles o £ werticilioides,
a S.maydis e S. macrospora, ndo causaram
perdas quantitativas na produgio, mas muito
provavelmente causaram perdas qualitativas,
que serdo motivos de desvalorizagdo do
produto e riscos para a utiliza¢io do produto
na alimentagio humana e de rebanhos.

Nio houve diferenca significativa
entre os hibridos nos teores de acido
palmitico, estedrico e oléico. Porém, quando
comparado os valores médios obtidos para
os dois grupos de hibridos, considerados
resistentes e susceptiveis, ao complexo de
fungos causadores de grios ardidos, para o
acido palmitico os valores foram superiores
ao padrio, o mesmo fato ndo ocorreu para
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os 4cidos graxos estedrico e oléico, que
apresentaram valores médios inferiores ao
padrio.

Os dados obtidos com o acido
palmitico, chama a atengdo, pois se trata
de um tipo de gordura saturada, e como
o milho é um dos alimentos tradicionais
mais empregados para suprir as demandas
energéticas das aves e animais, atualmente,
ha uma preocupagio com a saide alimentar
humana. Neste caso, existe uma associag¢io
entre ingestdo de gordura e os problemas de
sadde, relacionados principalmente a gordura
animal (gordura saturada), que é representada
em grande parte pelo acido palmitico
(C16:0), sobre a concentra¢do plasmitica
das lipoproteinas de baixa densidade (LDL),
e que é adotada por grande parte dos
consumidores (KAZAMA, 2008).

Para o dcido graxo linoléico, houve
diferenca entre os hibridos, sendo o DKB
199, NB 7215, DKB 350 ¢ 2 B 710 foram
os que apresentaram maiores valores. Os dois
primeiros hibridos sdo pertencentes ao grupo
considerados resistente e os dois dltimos ao
grupo considerados susceptivel. Para estes
materiais, os teores de acido linoléico ficaram

acima do valor padrio que é 1,65 (Tabela 6).
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Tabela 6. Valores médios para os teores de acidos graxos em |0 hibridos avaliados na safra 2006/07
em sistema de plantio direto. Fazenda Palheta, Luminarias (MG), 2009.*

Hibridos Palmitico Eestreatico Oleico Linoleico
AG 6018 0,24 a 0,02 a 0,70 a 1,46 b
AG 8021 0,40 a 0,04 a 1,10 a 1,50 b
DKB 199 0,47 a 0,05 a 1,55a 2,05 a
2A525 0,34 a 0,03 a 1,02 a 1,23 b
NB 7215 0,44 a 0,05 a 1,12 a 1,80 a
Média! 0,38 0,03 1,10 1,61
DKB 350 0,40 a 0,06 a 121a 1,74 a
DKB 390 0,36 a 0,03 a 0,79 a 1,11b
P 30F53 0,58 a 0,05 a 1,45a 1,24 b
2B 710 0,59 a 0,04 a 1,17 a 1,70 a
NB 7210 0,35a 0,04 a 0,85a 1,23 b
Média? 0,46 0,04 1,09 1,40
Padrao® 0,35 0,06 1,26 1,65
Média Geral 0,41 0,04 1,09 1,50
C.V. 10,73 15,67 9,04 8,68

Notas: * Médias seguidas de letras distintas mintsculas na coluna diferem entre si pelo teste de Scott Knott, em nivel

de significdncia de 5%.

| Média do grupo considerado resistente

2 Médias do grupo considerado susceptivel
3 Padrdo EMBRAPA/CNPSA

Existem trabalhos de pesquisa
mostrando a associa¢io do acido graxo
linoléico, com a atividade de enzimas
responsdveis por conferir maior resisténcia
das plantas a infec¢do por patégenos, que
serd discutido posteriormente. Na figura 1,
estdo apresentados os padrdes eletroforéticos
das proteinas resistentes ao calor extraidas
de grios de milho secos produzidos na
safra 2007/08. Vale salientar, que houve
estabilidade nos padrdes de banda das
proteinas para todos os hibridos analisados.

Foi possivel observar ainda uma
concentragdo das fra¢des protéicas de
peso molecular entre 40 e 60 kDa, nos
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hibridos considerados resistentes aos
fungos causadores de grios ardidos em
milho. Vale salientar, que foi possivel
observar bandas especificas presentes nos
hibridos considerados resistentes, mais
especificamente de peso molecular de
50 kDa (Figura 1). Roveri José (2005)
conseguiu identificar em linhagens de
milho, concentragdes de fragoes de LEA
em genotipos resistentes a alta temperatura
de secagem. Bezerra (1996) estudando a
influé ncia da seca em diferentes estddios da
germinagio, para o feijao-de-corda (Vigna
unguiculata), conseguiu identificar cultivares
mais resistentes a condi¢coes de stress.
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Figura |I. Padrao eletroforético das proteinas resistentes ao calor em hibridos de milho,
considerados resistentes e susceptiveis aos fungos causadores de graos ardidos,

produzidas na safra 2007/08.

Nota: R: resistente, S: susceptivel e P: padrdo protéico.

Este mesmo cultivar, o Vita 5, tinha
uma maior concentragdo de proteinas LEA’s
quando comparado com cultivares mais
sensiveis. Com base nos dados apresentados,
podemos inferir que existe uma associagio,
entre a resisténcia de hibridos de milho, a
infec¢do por fungos causadores de podridoes
de espigas e a concentragio de LEA proteinas.
O gel revelado para a enzima lipoxigenase,
presente nos hibridos de milho utilizados
no presente trabalho, estio apresentados
na figura 2. A atividade da LOX pode
ser evidenciada pela presenca de bandas
de cor laranja, devido a uma reagio com
o — dionisidina, em gel de fundo branco,
tratando-se de uma revelag¢io positiva.

Foi possivel constatar a atividade
da enzima LOX para todos os hibridos

estudados. Uma maior atividade da enzima
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foi observada para os hibridos pertencentes
ao grupo considerado resistente aos grios
ardidos, representados na figura 2, por R,
quando comparado com o grupo considerado
susceptivel aos fungos, representados por
S. Sendo que, ficou mais evidente a maior
atividade da enzima para o hibrido NB 7215.

Estudos relacionados a influéncia
de compostos quimicos, atividade de
enzimas especificas em grios de milho
sobre a resisténcia de gendtipos associados
aos patogénicos causadores de grios
ardidos sdo bastante escassos no Brasil.
Porém, o Departamento de Agricultura
dos Estados Unidos da América realizou
vdrios experimentos para comprovar a
resisténcia de algumas variedades de milho
aos fungos causadores de grios ardidos,
devido aos diferentes niveis de dcidos graxos
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Figura 2. Padrao eletroforético da lipoxigenase em hibridos de milho, considerados resistentes e
susceptiveis aos fungos causadores de graos ardidos, produzidas na safra 2007/08

Nota: R: resistente e S: susceptivel.

especificos, principalmente dcido linoleico
associados a presenca da enzima lipoxigenase
(ZERINGUE et al., 1996).

Com base nos dados obtidos neste
mesmo trabalho, o hibrido NB 7215 esta
no grupo que apresentou maiores teores
de dcido linoléico, vindo a comprovar
os resultados obtidos por Zeringue et
al. (1996). Este mesmo autor, constatou
diferenca nas composi¢des dos dcidos graxos
extraidos através de varios genétipos de milho
estudados, podendo explicar a susceptibilidade
e resisténcia entre os gendtipos com relagio a
infec¢do fungica. O mecanismo funcionaria
baseado nas produgdes de Hexanal e Octanal
(aldeidos voliteis) pela liperoxidagdo do dcido
linoléico promovido pela rea¢do da enzima
lipoxigenase. Esta enzima oxida o dcido
linoléico e como resultado serd a produgio
de aldeidos voliteis. Nestas investigactes
foi demonstrada a relagio entre os niveis de
aldeidos fungitéxicos na oxidag¢do do dcido
linoleico em diversos genétipos de milho,
bem como a sua susceptibilidade e resisténcia
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ao ataque fungico. Estes aldeidos sdo téxicos
para os fungos, eliminando as hifas em
desenvolvimento.

Portanto, podemos inferir que hibridos
de milho com alto teor de 4cido linoleico
como dcido graxo principal e a presenga
de alta atividade da enzima lipoxigenase,
indicam que estes gendtipos possuem maior
capacidade de resistirem ao ataque fingico
no final de ciclo da cultura, com conseqiiente
menor produgio de grios ardidos na colheita.

Conclusoes

A significincia do contraste entre
os hibridos considerados resistentes vs. os
hibridos considerados susceptiveis, para
produtividade de grios e porcentagem de
grios ardidos evidéncia a existéncia de
gendtipos com maior resisténcia os fungos
E werticilioides, S.maydis e S. macrospora. A
produtividade de grios e a porcentagem
de grios ardidos foram influenciadas pelo
tipo de hibrido, pelas safras agricolas e pelas

289



inoculages artificiais, sendo mais pronunciada
no sistema de plantio direto. Néo hd associagio
entre a produtividade de grios e porcentagem
de grios ardidos o que evidéncia que as perdas
provocadas pela incidéncia de grios ardidos
em milho ndo sdo de cariter quantitativo. Ha
diferengas nos teores de dcidos graxos linoléico
entre os grupos de hibridos estudados, sendo
maiores os valores obtidos no grupo de
hibridos considerados resistente ao complexo

“grios ardidos”. Com base na concentragio de
fracdes de proteinas resistentes ao calor foi
possivel verificar bandas especificas presentes
nos hibridos considerados resistentes aos
fungos causadores do complexo grios ardido,
mais especificamente de peso molecular
de 50 kDa. Os perfis eletroforéticos para a
lipoxigenase revelam uma maior intensidade
de bandas para os hibridos resistentes aos
fungos causadores de grios ardidos em milho.
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