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Resumo

Fusarium verticillioides (F. moniliforme Sheldon), patégeno primario de milho (Zea mays L), se desta-
ca pela produgdo da fumonisina, prejudicial a satde humana e animal. Considerando que os mecanis-
mos naturais de defesa sejam ferramentas promissoras no controle de fitopatdgenos, avaliou-se a ativi-
dade anti-F. moniliforme dos inibidores de amilase e protease presente nos hibridos AG-5011 ¢ AG-
9010, durante a germinagdo. O perfil de atividade foi avaliado, triturando-se os graos nos tempos t, t .,
t,,» G by € L, de horas germinagdo e determinou-se a atividade inibitoria na farinha obtida. O inibidor
de amilase aumentou com a germinagio, sendo que no hibrido AG-5011atingiu pico de atividade em t
(115,2 UIA/g), enquanto que no hibrido precoce AG-9010 ocorreu maior atividade em t,, (172,8 UIA/
). O inibidor de protease diminuiu durante a germinagdo, ocorrendo atividade méxima entre t e t,,
correspondente a 3080,5 UIP/g (AG-5011) e 2839,8 UIP/g (AG-9010). Os resultados obtidos indica-
ram possivel desempenho de inibidores enzimaticos na germinagdo e mecanismo de defesa natural
contra F. moniliforme no milho.

Palavras chave: Inibidores enzimaticos, F. moniliforme, germinagdo, milho.

Abstract

Fusarium verticillioides (F. moniliforme Sheldon) is a fumonisin producing corn (Zea mays L.) pathogen,
harmful in human and animal health. Concerning the promising use of natural mechanisms of plant
defense in phytopathogen control, the anti-F. moniliforme activity of amylase and protease inhibitors in
corn hybrids AG-5011 and AG-9010 was evaluated during germination. The profile of inhibitory activity
was followed at t, t, t,,, ., t,. and t ., of germination, determining enzyme inhibitory activities in the
ground kernels. The amylase inhibitor activities increased during germination, where the hybrids AG-
5011 showed activity pick at t, (115,2 UIA/g), while the precocious hybrid AG-9010 the pick occurred
att, (172,8 UIA/g). The protease inhibitor activity decreased during the germination, with the maximal
activity between t; and t ,, which corresponded to 3080,5 UIP/g (AG-5011) and 2839,8 UIP/g (AG-
9010). The data showed indicated probable role of enzymatic inhibitors in the plant germination and
natural mechanism of defense against F. moniliforme in corn.
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Introducao

O milho constitui matéria-prima basica para a
economia agropecuaria internacional, destinado a ali-
mentacdo animal em sistema de criacdo extensiva
ou de confinamento (FUNDACAO INSTITUTO
AGRONOMICO DO PARANA, 1991; GODOY,
2002 ). O carater nutricional de exceléncia expoe o
milho ao ataque de fitopatdogenos, com destaque a
Fusarium verticillioides (F. moniliforme Sheldon),
um fungo responsavel pela doenca em espiga, col-
mo e raizes (MUNKVOLD; MCGEE; CARLTON,
1997), cuja acdo estende-se a danos causados pelas
micotoxinas. A ingestdo de fumonisina, a principal
micotoxina produzida por F. moniliforme, provoca
leucoencefalomalacia eqiiina, edema pulmonar em
suinos, nefrotoxicidade e cancer hepatico em ratos
(GELDERBLOM et al., 1988). Em humanos, a to-
xina pode estar associada a cancer esofagico como
foi descrito na China e Africa do Sul (NORRED;
VOSS, 1994; UENO, 2000).

F. moniliforme constitui patégeno freqiiente no
milho, cujo carater endofitico assintomatico e resi-
dente no solo dificulta a eliminagdo (MUNKVOLD;
DESJARDINS, 1997; RILEY; NORRED, 1999).
Além de infecgdo endofitica (disseminagdo alastra-
da de F. moniliforme) atingindo quase a totalidade
de graos da espiga, outra via de inoculac¢ao ocorre
pelo cabelo (estigma) da espiga, através de vento e
insetos (MUNKVOLD; DESJARDINS, 1997).

O clima tropical propicia manutencao abundante
de substrato que em cultivos sucessivos dificulta o
controle de F. moniliforme, favorecendo a prolifera-
cao do patéogenos micotoxigénicos (RILEY;
NORRED, 1999). A pressdo na sele¢do natural,
desencadeada pela associagdo cultivos sucessivos /
clima tropical agrava-se sob o ponto de vista
ambiental, devido ao efeito drastico no ecossistema
em termos de biodiversidade, expondo os patdgenos
a poucos inimigos naturais.

A prevengdo de micotoxinas inclui estratégias na
etapa de pré e pds-colheita, cuja falha no campo ou
no armazenamento provoca danos econdomicos, além

do perigo a satude. O controle eficiente de pragas e
fungos através de agrotoxicos diminui estes danos
(WEGULO et al., 1997; RILEY; NORRED, 1999),
porém a custa de elevados prejuizos ecologicos
(MCMULLEN; JONES; GALLENBERG, 1997).

A biotecnologia tem explorado novas estratégias
envolvendo prevencgdo de micotoxinas, introduzin-
do milho resistente a infec¢ao fungica capaz de res-
tringir o crescimento de fungos e/ou produgio de
toxinas (AGRICULTURAL RESEARCH SERVICE,
1997; HARA, 2000; CAMILO et al., 2000). Uma
importante medida de controle se trata do manejo de
culturas, impedindo a sobrevivéncia de F.
moniliforme em restos de cultivos sucessivos de
gramineas. Entre as alternativas viaveis, sustentaveis
e eficientes de controle destaca a pratica da rotagao
de culturas e o preparo do solo com incorporacao de
restos de colheita (CALEGARI, 1997; RILEY;
NORRED, 1999).

A pesquisa deve ser direcionada, visando aten-
der tecnologias capazes de fornecer solucdes efeti-
vas de baixo custo, para o problema de micotoxinas
no milho. Os mecanismos naturais de defesa apon-
tam como solugdo desejavel, com menor risco de
contamina¢do secundaria para o ecossistema
(BETIOI, 1991). O processo minimizaria os proble-
mas oriundos de agrotoxicos, somando-se a vanta-
gem da utilizagdo de componentes inerentes da planta
(MOTOMURA et al., 1996). O fator atraente no pro-
cesso consiste no envolvimento de componentes in-
trinsecos da propria matriz da matéria-prima, tradu-
zindo-se em menor risco a saude.

As plantas produzem metabdlitos secundarios
aparentemente sem funcdo direta no crescimento e
desenvolvimento vegetal (TAIZ; ZEIGER, 1998).
Todavia, estes componentes podem desempenhar
funcdo importante na defesa contra patdgenos e her-
bivoros, sendo que inibidores de amilase e protease
sintetizadas pelas plantas superiores bloqueiam a
acdo enzimatica do predador (YADA; JACKMAN;
SMITH, 1994). Inibidores naturais capazes de de-
sencadear mecanismo de resisténcia contra fungos
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micotoxigénicos tém sido demonstrados recentemen-
te em milho (BLANCO-LABRA et al., 1995;
PUEYO; DELGADO-SALINAS, 1997; FIGUEIRA
et al., 2000).

Visando contribui¢do ao estudo sobre a resisténcia
natural de milho contra F. moniliforme, no trabalho
avaliou-se a atividade antifingica, com énfase a
inibidores de amilase e protease durante a germinagao.

Material e Métodos

Milho

Sementes de cultivares AG-5011 e AG-9010 sem
tratamento com fungicidas foram fornecidas pela
empresa MONSANTO, unidade Uberlandia — Mi-
nas Gerais. O hibrido AG-5011 de ciclo precoce,
arquitetura foliar semi-ereta, com graos amarelos e
dentados, forma espigas de bom empalhamento ca-
racteriza-se pela tolerancia a doengas foliares.O hi-
brido AG-9010 de ciclo hiper-precoce, arquitetura
foliar ereta, graos amarelos a alaranjados e semi du-
ros, espigas de bom empalhamento e tolerante a do-
encas foliares tem sido recomendado em areas
irrigadas (AGROCERES, 2000).

Fusarium moniliforme

F. moniliforme linhagem 113F foi isolado de ra-
¢do de milho envolvida em intoxica¢do animal no
Departamento de Tecnologia de Alimentos ¢ Medi-
camentos. A linhagem caracterizou-se pela produ-
¢do inicial de 54,21 ¢ 87,31 ug.g"' de fumonisina B,
(FB,) e fumonisina B, (FB,), respectivamente e foi
mantida a 4° C com repicagem semestral em agar-
batata-dextrose (BDA).

Produgdo de amilase e protease fungica

A amilase e protease de F. moniliforme foram
produzidas em meio preparado com sobrenadante do
extrato de milho verde e milho maduro (FIGUEIRA

et al., 2000). Ap6s 48 horas de incubagdo a 25 °C,
inoculou-se 24 mL de cultivo em erlenmeyer de 2000
mL contendo 480 mL de meio-milho ¢ mantido a 25
°C em cultivo estatico por 15 dias. A fermentacdo
foi interrompida, centrifugando o cultivo a 5000 xg a
4 °C por 10 min e as atividades amilésica e protedsica
determinadas no extrato bruto.

Germinacgdo

As sementes de milho foram submetidas a limpe-
za manual, para eliminar grdos quebrados,
higienizadas com hipoclorito de sddio 2% por 5 min e
lavada com agua estéril. Cinqiienta sementes foram
dispostas simetricamente sobre dois papéis de ger-
minagdo (papel de filtro 2 mm, tamanho 38 X 28 cm)
previamente umedecidos. A etapa seguinte consiste
em cobrir as sementes com uma folha de papel de
germinacgao também umedecida, e dobrar o conjunto
de maneira semelhante a um rolo, prendendo com
elastico.

As incubag¢des nos tempos de 0, 12, 24, 36, 48, e
60 h foram realizadas em cdmara de germinagdo (DE
LEO), controlada a 25 °C e 90 % de umidade. As
amostras retiradas do germinador nos intervalos fo-
ram imediatamente trituradas, obtendo-se farinha com
granulometria maxima de 48 mesh. O ensaio com
duas repeti¢cdes consistiu de seis tratamentos cor-
respondentes a 6 tempos de analise (0 a 60h), com
intervalo de 12hs, procedendo ensaios analitico em
triplicatas das repeticdes.

Determinacdo de atividade inibidora de amilase

A atividade amilasica e de inibi¢do foram deter-
minadas pelo método iodométrico proposto por Wil-
son ¢ Ingledew (1982), no qual uma unidade de ativi-
dade amilasica (1UIA) correspondeu a degradagdo
de 0,1 mg de amido em 10 min de reagdo, na presen-
ca de 0,667 mg de amido.

As amostras previamente trituradas foram
desengorduradas com acetona:agua 1:1 (v/v) sob
agitacdo por 15 min, decantadas e o sobrenadante
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desprezado. O processo foi repetido 3 vezes e a
amostra seca a temperatura ambiente. Para a extra-
c¢do de inibidor de amilase, homogeneizou-se 5 g de
farinha desengordurada com 25 mL de tampéo
acetato de so6dio 0,1 M pH 6,0, com agita¢ao de 400
rpm (90 min, 4°C). O sobrenadante obtido foi
centrifugado a 30000 xg (20 min, 4°C) e dialisado
extensivamente contra agua destilada. A seguir, 20
mL de solugdo de amilase fingica com 50 mL de
extrato de milho (ambos adequadamente diluidos) foi
incubada por 30 min a 40 °C e a atividade amilasica
residual determinada, adicionando 130 mL de amido
a 0,05 % e mantido a 40 °C por 10 min. A reagao foi
interrompida adicionando 140 mL de solucéo de iodo
e a absorbancia determinada a 650 nm. O resultado
foi expresso em unidade de inibidor de amilase (UIA.g
! de milho em base seca).

Determinagdo da atividade inibidora de protease

A determinacdo da atividade inibidora de protease
sera efetuada utilizando-se o método de Kakade et al.
(1974), modificado por Liu e Markakis (1989). A ati-
vidade da protease (1UP) sera arbitrariamente defini-
da como o aumento de 0,01 unidade de absorbancia a
410 nm nas condi¢des do ensaio. Em conseqiiéncia,
uma unidade inibidora de protease (1UIP) sera deter-
minada através da diferenca entre as absorbancias
do padrao e da amostra, multiplicada por 100.

As amostras previamente trituradas foram
desengorduradas com acetona:agua 1:1 (v/v) sob agi-
tacdo por 15 min, decantadas e o sobrenadante des-
prezado. O processo foi repetido 3 vezes e a amostra
seca a temperatura ambiente. Para a extragdo de
inibidor de amilase, homogeneizou-se 5 g de farinha
desengordurada com 25 mL de tampdo acetato de
sodio 0,1 M pH 6,0, com agitacdo de 400 rpm (90
min, 4°C). O sobrenadante obtido foi centrifugado a
30000 xg (20 min, 4°C) e dialisado extensivamente
contra agua destilada. O volume de 1 mL do extrato
contendo inibidores de protease foi diluido ajustan-
do-se o volume a 2 mL com agua destilada deionizada.
Adicionou-se 2 mL de solugdo de tripsina (concentra-

¢do previamente determinada por testes para forne-
cer 40-60% de inibigdo a tripsina) e foi incubado por
10 min a 37 °C. A reagdo foi interrompida com adi¢ao
de 1 mL de 4cido acético 30%. O resultado foi calcu-
lado apds determinagdo da densidade 6pticaa 410 nm
e expresso em unidade de inibidor de protease (UIP.mg
! de milho em base seca).

Determinacgdo do teor de proteina total

O teor de proteina total presente nos extratos con-
tendo os inibidores de amilase e protease, nas fases
de germinagdo de milho, foram quantificados pelo
método de Bradford (1976). Os resultados foram
expressos em g/g de milho base seca.

Analise estatistica

O delineamento experimental utilizado para o
ensaio de germinagdo foi inteiramente casualizado,
em esquema fatorial com 2 repeti¢cdes. Nos testes
laboratoriais, cada repeticdo foi representada por
triplicatas e as médias comparadas pelo teste de
Tukey (0,05). Os dados foram analisados pelo pro-
grama STATISTICA versao 5.0.

Resultados e Discussao

Atividade inibidora de amilase

A atividade inibidora de amilase variou signifi-
cativamente para os dois hibridos no decorrer de 60h
de processo germinativo (p>0,05), sendo que o
genotipo AG-5011 apresentou variagdo média de
60,5a115,2 UIA/g, em relagdo ao valor entre 46,9 ¢
172, 8 UIA/g no AG-9010 (Tabela 1). A Figura 1
mostra a diferenga no comportamento do nivel em
UlIA/g de atividade, durante a germinagao.

No hibrido AG-5011 ndo ocorreu mudanga sig-
nificativa na quantidade de UIA nos tempos t, e t ,,
estando os valores situados entre 73,2 a 82,9 UIA/g

(Tabela 1). Analisando graos ndo germinados de AG-
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5011 cultivado na regido Norte do Estado do Parana,
Figueira et al. (2000) obtiveram inibi¢do média de 16
UlIA/g (safra 1997), enquanto que Padua e Hirooka
(2000) observaram 15,1 UIA/g (safra 1999). Estes
dados diferiram de 73,2 UIA/g obtido no mesmo hi-
brido (Tabela 1), porém proveniente de safra 2000
da Empresa MONSANTO — Minas Gerais. As va-
riagdes observadas no nivel de inibidores em di-
ferentes safras sugeriram diferenca na sintese
enzimatica nos estagios que antecedem a maturida-
de dos graos. L.e., influéncia de fatores extrinsecos
marcantes com énfase a condi¢des climaticas, época
de semeadura e local de cultivo, no nivel de
inibidores observadas nas trés safras.

Iniciada a germinagdo, a atividade inibidora de
amilase em AG-5011 diminuiu até t, (60,5 UIP/g)
com pico ndo significativo em t,, (76,0 UIA/g), se-
guido de aumento significativo, atingindo pico ma-
ximo em t., (115,2 UIA/g). Na germinagdo de se-
mentes de monocotiledoneas, as giberelinas presen-
tes no escutelo se movem para aleurona, que consti-

tui camada superficial do endosperma e promovem
sintese de enzimas hidroliticas, incluindo amilase
(COPELAND; MCDONALD, 1995). O processo ¢
dirigido por balango nos teores de inibidores e pro-
motores ativos, e iniciado ao estimular o promotor,
que diminui a atividade dos inibidores enzimaticos.
Baseado neste mecanismo, a interrupgao de proces-
so germinativo provavelmente decorre da ativagao
de inibidores. O decréscimo na atividade inibidora
de amilase (Figura 1), detectada inicialmente no hi-
brido AG-5011 (t, a t,), liberaria a atividade de
amilases, maximizando transformac¢do do material de
reserva destinada a formacdo da plantula. Os
inibidores tenderam a aumento em t,, (Figura 1), in-
dicando inicio de fixacao e final de germinacdo. A
atividade inibitoria de amilase denota o potencial de
defesa (Figura 1), explicando a maior sensibilidade
ao ataque de F. moniliforme nas primeiras horas de
germinagdo no hibrido AG-5011, em funcdo da bai-
xa atividade inibidora.
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Figura 1 — Perfil de atividade inibidora de amilase na germina¢ao de AG-5011 e AG-9010. () e[ ] representam o teor de

proteina total (ug/g —base seca) para AG-5011 e AG-9010, respectivamente.
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A atividade inibidora de amilase no hibrido AG-
9010, com variagdo entre 46,9 ¢ 172,8 UIA/g duran-
te a germinacao, diferiu de comportamento obtido
em AG-5011, i.e., observou-se decréscimo na ativi-
dade de inibidor de amilase em t,. Nas primeiras 24
h de germinacdo, a atividade inibidora no AG-9010
variou de 46,9 a 67,7 UIA/g, sendo esta faixa menor
ao detectado em AG-5011. A atividade inibidora atin-
giupicode 172,8 UIA/gem t,,
inibig@o que o hibrido AG-5011 no mesmo periodo.
A concentragdo de inibidor de amilase no final da
germinagdo, correspondente a t,, a t , diminuiu
gradativamente de 172,8 a 97,3 UIA/g. O pico de
atividade inibidora de amilase observada em t, (AG-
9010), comparada ao aumento de UIA em t, (AG-
5011) confirmou o seu carater precoce (Figura 1).

evidenciando maior

A crescente atividade inibitdria de amilase no hi-
brido AG-9010 até o tempo t, pode ser caracteristica
inerente do gendtipo, que foi capaz de manter eleva-
da concentragdo de inibidor. Outra hipdtese seria
indugdo na produgao de inibidor no milho amostrado,

decorrente de infeccao natural com o patdogeno. Esta
hipétese fundamentou-se em Cordero, Raventos e San
Segundo, (1992), que observaram actimulo de protei-
nas antifingicas de massa molecular entre 23 e 24
KDa, concomitante com o pico de atividade ocorrida
no terceiro dia de germinagdo (72 h), em sementes
inoculadas com F. moniliforme.

O perfil do teor de proteinas total de AG-5011
apresentou curva com tendéncia semelhante a ati-
vidade inibidora de amilase, ndo ocorrendo o mes-
mo com AG-9010 (Figura 1), indicando dinamismo
na sintese de diferentes proteinas durante o pro-
cesso germinativo.

Atividade inibidora de protease

Considerando os resultados obtidos com inibidores
de amilase em milho, na etapa seguinte analisaram-
se os niveis de atividade inibidora de protease, utili-
zando o mesmo sistema de germinagao (Figura 2).
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Figura 2 — Perfil da atividade de inibidor de protease durante a germinag@o de AG-5011 e AG-9010. () e [ ] representam
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Semina: Ciéncias Agrdrias, Londrina, v. 23, n. 2, p. 249-258, jul./dez. 2002



Inibidores de enzimas contra Fusarium Moniliforme durante a germinagéo de milho

A atividade inibidora de protease ocorreu em
maior concentragdo do que a atividade inibidora de
amilase, em ambos os hibridos. No hibrido AG-5011,
a atividade de protease variou de 984,5 a 3080,5 UIP/
g, enquanto que no hibrido AG-9010 constatou-se
variagdo de 1063,5 a 2839,8 UIP/g.

As médias de atividade inibidora de protease nos
hibridos AG-9010 e AG-5011, comparadas pelo Teste
de Tukey, evidenciaram diferencas significativas em
diferentes tempos de germinagdo, conforme perfil
de comportamento ilustrado na Figura 2.

A atividade inibidora inicial no hibrido AG-5011 de
1980,0 UIP/g (t,) atingiu pico maximo de 3080,5UIP/
gemt , seguida de diminui¢do gradativa até 1062,7
UIP/g em t,,
(1641,4 UIP/g), porém inferior ao valor ocorrido em

e novo aumento de atividade em te

t,. Neste hibrido, a faixa de atividade inibidora de
protease apresentou variagdo de 984,7 a 3080,5 UIP/
g. O perfil cinético apresentado na figura 4 mostrou
que a atividade inibidora aumentou até 3080,5 UIP/g
(t,,), seguida de reducdo drastica para 984,6 UIP/g
(t,,). Apos este estadio, a atividade novamente au-
mentou gradativamente at¢ 1641,4 UIP/g (t, ).

No hibrido AG-9010, a atividade decresceu para
1063,5 UIP/gem t,,,
UIP/g em t , porém sem recuperar a atividade inici-
al de 2839,8 UIP/g (t,). A atividade de inibidor de
protease de AG-9010 apresentou perfil diferente do

seguida de aumento até 2033,9

AG-5011 (Figura 2), ja que decresceu rapidamente
no inicio da germinagdo para 1588,9 UIP/g (t,,), se-
guida de aumento gradativo ate¢ 2160,9 UIP/g (t,) €
manteve constante com 2033,9 UIP/g (t ). O perfil
cinético ocorrido em AG-5011variou entre 1063,5 e
2839,8 UlIP/g (Figura 2). A curva dos niveis de
inibidores de protease diferiu do perfil de proteina
total em ambos hibridos de milho (Figura 2).

A literatura relata que os inibidores de protease
regulam a proteolise de proteinas de reserva durante
a germinacdo, assim como especula-se atuagdo na
inibigdo de proteinas de patdgenos e predadores, no
contexto de mecanismo de defesa (CHEN et al.,
1992; XAVIER FILHO, 1992).

Considerando a caracteristica bifuncional dos
inibidores de protease, infere-se que a atuagdo no
mecanismo de defesa na planta seja apenas conse-
qiiéncia da presen¢a na semente (GUO et al., 1997).
Os nossos resultados com o hibrido AG-5011 (Figu-
ra 2) indicaram aumento de atividade inibidora
concomitantemente com o inicio da germinagao, pro-
vavelmente decorrente de ativagdo dos inibidores
pré-existentes. Os resultado também sugeriram maior
protegdo de sementes contra F. moniliforme no peri-
odo com elevada atividade anti-protease, ou seja, em
t,onde atingiu pico com 3080,5 UIP/g (Figura 2).

Considerando que os inibidores de protease ini-
bem proteinas hidroliticas e controlam o fornecimen-
to de aminoacidos livres originarios de fonte protéica
em estoque (COPELAND; MCDONALD, 1995), a
curva cinética obtida em AG-9010 indicou inducédo
de protedlise em t,, (redugdo de UIP). O fendmeno
indicaria proteolise, visando abastecer suplimento de
aminoacidos destinados a biossintese no embrido em
desenvolvimento. O aumento da atividade de
inibidores de protease no t,, provavelmente reduziu
a atividade hidrolitica, controlando o fornecimento
de fontes nitrogenadas (hibrido AG-9010). Todavia,
no hibrido AG-5011 ocorreu alta atividade de

inibidores de protease em t , que foi reduzida pos-

12°
teriormente, motivando continuidade de estudo so-

bre participagdo na prevengao de micotoxinas.

A resisténcia a infeccdo de F. moniliforme é carac-
teristica desejavel em milho, sendo que mecanismos
de defesa devem ser melhor investigados, no sentido
de fornecer subsidios para o melhoramento genético.

Conclusao

A atividade inibidora de amilase aumentou du-
rante o processo germinativo nos hibridos AG-
5011 (ciclo precoce) e AG-9010 (super-precoce),
ndo se detectando o mesmo com os inibidores de
protease. O hibrido AG-9010 apresentou perfil
cinético prematuro perante atividade inibidora, em
relagdo ao AG-5011. Os resultados indicaram pos-
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sivel desempenho de inibidores enziméaticos na
germina¢do e mecanismo de defesa natural con-
tra F. moniliforme no milho.
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