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AVALIACAO DE CULTIVARES DE MILHO EM RELACAO AO ATAQUE DE
Sitophilus zeamais MOTSCHULSKY 1885 (COLEOPTERA: CURCULIONIDAE).

RESUMO - O Sitophilus zeamais é a principal praga do milho armazenado no Brasil,
causando perdas significativas tanto em sementes quanto em graos. Deste modo,
objetivou selecionar cultivares de milho resistente a S. zeamais e avaliar a atividade de
lectina e inibidor de tripsina presentes nestas cultivares. Foram avaliadas 5 cultivares
de milho, através de testes com e sem chance de escolha. As cultivares utilizadas
foram BRS Caatingueiro, BRS Gorutuba, BRS Sertanejo e BRS Asa branca e BR 106.
Adultos de S. zeamais foram expostos aos grdos de milhos através de testes “com
chance de escolha”, avaliando a atracdo das cultivares a esses insetos. No teste “sem
chance de escolha” adultos de S. zeamais ficaram confinados durante 10 dias. Foram
avaliados o numero de insetos emergidos, a duracdo da fase imatura, a quantificacao
de proteina no inseto e a perda de massa seca dos gréaos, bem como foi determinado o
indice de suscetibilidade (IS) das cultivares. Atividade hemaglutinante de lectina e
inibidora de tripsina foram analisadas nas cinco cultivares. Nao houve diferencga
estatistica quanto a duragéo da fase imatura de S. zeamais, nas cultivares estudadas,
variando entre 54,65 (BRS Caatingueiro) e 58,79 (BRS Gorutuba) dias. No entanto,
houve diferenca quanto a presenca de proteinas em adultos de S. zeamais. Os adultos
gue se alimentaram de BRS Caatingueiro teve a maior quantidade de proteina total, os
insetos que se alimentaram das cultivares BR 106 e BRS Asa Branca as menores
quantidades de proteinas. Houve diferenca estatistica entre as cultivares para o
ndmero de adultos emergidos de S. zeamais, sendo maior na BRS Caatingueiro e
menor na BR 106, bem como a BR106 apresentou uma perda de massa menor que as
demais, seguida de BRS Caatigueiro, BRS gorutuba, BRS Asa Branca e BRS
Sertanejo com as maiores perdas de massa, respectivamente. A atividade de lectina foi
maior nas cultivares BR 106, BRS Asa Branca, BRS sertanejo e BRS Gorutuba
correspondendo a 4,86; 2,59; 1,84 e 1,29 (U/mg), respectivamente. Na cultivar BRS
Caatingueiro ndo houve atividade da lectina. As cultivares BRS Sertanejo, BRS Asa
branca, BR 106 e BRS Gorutuba reduziram totalmente a atividade de tripsina,
mostrando extremamente eficiente, eliminando a atividade desta proteina. A BRS
caatingueiro apresentou atividade inibidora de cerca de 40,3%. Desta forma, podemos
afirmar que a presenca das lectinas e de inibidores de tripsina influenciaram na
resisténcia das cultivares de milho ao ataque de S. zeamais.

PAVRAS-CHAVE: Inibidor de tripsina. Lectina. Resisténcia genética.



CULTIVARS EVALUATION OF CORN IN RELATION TO THE Sitophilus zeamais
MOTSCHULSKY 1885 (COLEOPTERA: CURCULIONIDAE).

ABSTRACT - Sitophilus zeamais is the major pest of stored maize in Brazil, causing
significant losses in both seeds and grains. Thus, it was aimed to select corn cultivars
resistant to S. zeamais and evaluate the activity of both the lectin and the trypsin
inhibitor present in these cultivars. 5 maize cultivars were evaluated through tests with
and without choice. The cultivars were BRS Caatingueiro, Gorutuba BRS, BRS
Sertanejo, BRS Asa Branca and BR 106. Adults of S. zeamais were exposed to corn
grains through choice tests, being evaluated the attractiveness of the cultivars to these
insects. In the no-choice test, S. zeamais adults were confined for 10 days. It were
evaluated the number of emerged insects, the length of the immature stage, the amount
of protein in the insects and the grain dry weight loss, it was also determined the
susceptibility index (SI) of the cultivars. Hemagglutinating activity of lectin and trypsin-
inhibiting activity were analyzed in the five cultivars. There was no statistical difference
in the length of the immature stage of S. zeamais in the studied cultivars, ranging
between 54.65 (BRS Caatingueiro) and 58.79 (BRS Gorutuba) days. Notwithstanding,
there was difference for the presence of proteins in adults of S. zeamais. Adults who fed
on BRS Caatingueiro had the highest amount of total protein, the insects that fed on
cultivars BR 106 and BRS Asa Branca had the smallest amounts of protein. There was
statistical difference between cultivars for the number of emerged adults of S. zeamais,
being higher in BRS Caatingueiro and lower in BR 106, and the BR106 showed less
weight loss than the others, followed by BRS Caatigueiro, BRS Gorutuba, BRS Asa
Branca and BRS Sertanejo, with the largest weight losses, respectively. The lectin
activity was higher in the cultivars BR 106, BRS Asa Branca, BRS Sertanejo and BRS
Gorutuba, corresponding to 4.86; 2.59; 1.84 and 1.29 (U/mg), respectively. In BRS
Caatingueiro, there was no lectin activity. The cultivars BRS Sertanejo, BRS Asa
Branca, BR 106 and BRS Gorutuba totally reduced the trypsin activity, showing to be
extremely efficient, eliminating the activity of this protein. BRS Caatingueiro showed
inhibitory activity of about 40.3%. Therefore, one can say that the presence of lectins
and trypsin inhibitors had influence on the resistance of corn cultivars to the attack of S.
zeamais.

KEYWORDS: Trypsin-inhibitor. Lectin. Genetic resistance.
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1. INTRODUCAO

O Sitophilus zeamais Motschulsky 1885 (Coleoptera, Curculionidae) é uma das
principais pragas do milho no Brasil, causando danos de ordem econOGmica onde 0s
graos atacados perdem valor comercial e 0 mesmo ocorre com sementes pois reduzem
0 seu poder germinativo (SOUZA; SILVA; SANTOS, 2010). Caracteristicas biolégicas
como a infestacdo cruzada e alto potencial biético (FERRARI FILHO et al., 2011) tem
dificultado o controle dessa praga nos armazéns.

A utilizacéo de inseticidas quimicos sintéticos € o método de controle de pragas
de grdos armazenados mais empregado na atualidade, mas vem sendo apresentadas
restricdes de uso do mesmo, a medida que problemas de resisténcia das pragas a
inseticidas surgem (LORINI, 2008). A resisténcia a inseticidas é um sério problema ao
manejo de S. zemais no Brasil e no mundo (PEREIRA et al., 2009; CORREA et al.,
2011). Para minimizacdo desses problemas, deve-se buscar o uso de outros métodos
de controle alternativos aos quimicos, como o uso de variedades resistentes as pragas.
A procura por métodos de menor impacto ambiental e menos onerosos para o controle
desta praga é imprescindivel. Dentre eles, a busca por fontes de resisténcia, visando o
melhoramento genético dos cultivares, tem sido objeto de varias pesquisas (MARSARO
JUNIOR et al., 2008; SIWALE et al., 2009; NASCIMENTO et al., 2014).

A resisténcia € um dos diversos mecanismos de defesa da planta contra o
ataque de pragas. Deste modo, vem crescendo o interesse em estudos que objetivam
detectar proteinas como a arcelina, lectina e inibidores de proteases, que fazem parte
desses mecanismos. Esses estudos servem de suporte para uma melhor selecao de
cultivares resistentes (MARSARO JUNIOR et al., 2005; RIBEIRO-COSTA et al., 2007;
NAPOLEAO et al., 2013). As proteinas sdo essenciais para a sobrevivéncia,
crescimento e fecundidade dos insetos. A maioria dos insetos utilizam a tripsina para
guebrar as proteinas, deste modo a tripsina fica difundida no trato digestivo dos insetos
de diversas ordens e com varios habitos alimentares. Os inibidores de tripsina sé&o
responsaveis por inibir as enzimas proteoliticas especificas e, consequentemente,
reduzem a digestdo proteica dos alimentos, acarretar reducées no ganho de peso e no
crescimento dos insetos, podendo ainda atuar em diversos processos fisiolégicos como
na ma formacao de individuos e por consequéncia levando-os a morte. Deste modo,
estrategia de controle de pragas que se baseiam nos inibidores de tripsina estdo sendo
pesquisadas (LAZAREVIC; JANKOVIC-TOMANIC, 2015). As lectinas também s&o
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proteinas € podem ser encontradas em diversas partes das plantas, podendo ser
isoladas de sementes, cascas, cladadio, flores, folhas, rizomas, raizes e sementes
(PAIVA et al., 2012). Elas tém papel importante no sistema de defesa de plantas contra
insetos praga. Diversos estudos estdo sendo realizados para a constatacdo do
mecanismo de acdo das lectinas na busca de métodos eficazes no controle através do
uso dessas proteinas que interagem com enzimas importantes na nutricdo de insetos
(NAPOLEAO et al., 2011; NAPOLEAO et al., 2013; WALSKI et al., 2014). Diante da
importancia do milho e da falta de informagfes sobre sua resisténcia a S. zeamais, 0o
presente trabalho teve como objetivo avaliar a resisténcia de cultivares de milho a S.
zeamais, bem como associar essa resisténcia a presenca de lectinas e de inibidores de
tripsina nos graos de milho e sua influencia alimentar na absorcdo de proteinas neste

inseto-praga.
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2.  REVISAO DE LITERATURA

2.1. Cultura do milho

O milho (Zea mays L.) é uma planta da familia gramineae, com origem na
América Central, sendo cultivada em praticamente todas as regides do mundo, em
climas umidos e regides secas. Trata-se de um alimento rico em carboidratos, com alto
teor energético; & também fonte de 6leo, fibras, vitaminas e acido pantoténico, além de
alguns minerais, como o fosforo e o potassio (MATOS et al., 2006). O milho destaca-se
por ser uma das mais importantes culturas, por apresentar uma grande area cultivada
entre os principais grdos (CONAB, 2015). E utilizado como fonte energética na
alimentacdo humana e animal, na inddstria para a producdo de amido, alcool,
adocantes, 6leos e como fonte de biocombustiveis. A safra mundial de milho 2015/16,
teve uma previsao de producédo global estimada em 967,9 milhdes de toneladas. Com
0os EUA com a maior producdo mundial de 345,5 milhdes de toneladas, seguido de
china e Brasil com 224,6 e 81,5 respectivamente (USDA, 2015).

Altas temperaturas sdo necessarias para a cultura do milho ter um bom
desenvolvimento desde a germinacdo até outras fases de crescimento, e em certos
casos existe a exigéncia de dias curtos para o desenvolvimento da fase de reproducéo
com florescimento, proporcionando assim os seus rendimentos compensadores. Os
nutrientes mais exigidos pelo milho sdo o nitrogénio (N) e o potéassio (K), vindo em
seguida o fosforo (P), célcio (Ca) e magnésio (Mg) de ficiénciade nutrientes,
principalmente do N, proporcionara reducéo na produtividade do milho, uma vez que
este esta diretamente ligado no metabolismo das plantas de milho. Assim, se torna de
grande importancia o aumento da sua disponibilidade e uso eficiente do nutriente para
as plantas no sistema de producao agricola (OLIVEIRA et al., 2009).

Em baixas temperaturas, hd o alongamento do ciclo da cultura, enquanto que o
ciclo tem uma reducdo com temperaturas elevadas. Temperaturas ideais para o
crescimento do milho se encontram na faixa de 26 e 32°C. Com a temperatura do solo
no limite inferior a 10°C ou superior a 40°c a germinacéo é influenciada negativamente,
a faixa de 26 a 32°C, sendo a mais adequada para a germinacdo e emergéncia da
cultura (FRANCELLI, 2001).

Apoés a colheita do milho o armazenamento € feito em granel ou em sacarias.
Porém, quando armazenado sem os devidos cuidados, sofre grandes perdas causadas
por Alguns agentes bioldgicos como bactérias, acaros, fungos e roedores sédo
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importantes causadores de deterioracdo, mas os insetos sdo considerados as pragas
principais. A perda da producdo pode ocorrer antes, durante e apos a colheita. As
perdas apos colheita ocorrem principalmente durante o armazenamento afetando o
produto final pronto para comercializacdo (TAVARES; VENDRAMIM, 2005).

2.2. Caracteristicas Gerais de S. zeamais Motschulsky,1855 (Coleoptera:

Curculionidae)

O Sitophilus zeamais (Coleoptera: Curculionidae), conhecido como gorgulho-do-
milho, é a principal praga do milho causando danos de natureza fisica e qualitativa na
massa de grados de milho armazenados (LORINI, 2003). O S. zeamais é uma praga
primaria, interna, que ocorre principalmente nas regifes tropicais e tem grande
importancia econdmica, danificando, também, outros cereais, devido a abundéancia de
alimento e outros fatores favoraveis para seu crescimento e desenvolvimento.
Apresenta infestacdo cruzada, ou seja, tem a capacidade de infestar os graos tanto no
campo quanto nos armazéns. E uma praga polifaga, atacando trigo, arroz, milho,
cevada, produtos beneficiados, como biscoito e macarréo e até mesmo fruteiras tipicas
de clima temperado, como uva, maca e péssego (NORNBERG et al., 2013; LORINI,
2008). Causando perdas de qualidade nos graos, como a perda de peso, perda de
poder germinativo e consequentemente de valor comercial (ALMEIDA et al., 2005).

As perdas nos grdos de milho armazenados causadas por S. zeamais podem
atingir até 30% em alguns casos, das quais 10% causadas diretamente pelo ataque de
pragas durante o armazenamento (SCHOLLER et al., 1997). Quanto maior o periodo
de contato dos insetos com 0s grdos maiores sdo 0s danos causados e 0S prejuizos
para os produtores (ANTUNES et al., 2011).

Os adultos de S. zeamais apresentam coloragcdo castanho escuro, com quatro
manchas avermelhadas nos élitros (asas anteriores), medem aproximadamente 3 a 5
mm e apresentam a cabeca projetada a frente em forma de rostro sendo nos machos
curto e grosso e nas fémeas longo e afilado (GALLO et al., 2002; LOECK, 2002). O
aparelho bucal é do tipo mastigador, pois a capacidade de perfurarem os grdos como
arroz e milho se deve as suas mandibulas fortes possibilitando a alimentacdo do
conteado interno (SANTOS, 1993). O ciclo de vida de S. zeamais €& de

aproximadamente 34 dias na temperatura de 28 °C e umidade relativa de 60%
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(ROSSETO, 1972). Tem um periodo médio de pré-oviposicdo de 6 dias, sendo o
periodo de oviposi¢cdo de 104 dias e o numero médio de ovos de 280. Os ovos séo
depositados dentro dos graos, através de um orificio feito pela mandibula das fémeas,
onde cada uma coloca em média 3 ovos por dia, o periodo de desenvolvimento do
mesmo oscila entre 3 e 6 dias, em média 26,90% dos ovos se desenvolvem até a
emergéncia dos adultos. Na fase larval passam por quatro instares larvais. Elas se
alimentam da parte interna do gréao, dois a trés dias apés a saida dos graos os insetos
cruzam novamente, iniciando-se assim um novo ciclo. Ja na fase adulta, as fémeas
podem viver até 140 dias, no entanto os machos tém uma longevidade em média 142
dias (SANTOS, 1993; GALLO et al., 2002).

2.3. Métodos de controle de S. zeamais

A importancia econdmica do controle de pragas de grdos armazenados é
realcada com uma perda de mais de um bilhdo de délares por ano em todo o mundo.
Os métodos utilizados no controle de pragas de graos armazenados sao divididos em:
fisicos (resfriamento artificial, umidade, temperatura, radiacdo, terra diatomacea,
atmosfera controlada) e quimicos (inseticidas preventivos e curativos). No Brasil os
métodos utilizados no controle sdo geralmente feitos através de expurgo ou fumigacao
(fosfeto de aluminio e de magnésio) e uso de inseticidas protetores (piretroides e
organofosforados) (LORINI, 1999; SANTOS et al, 2009; BOYER, ZHANG,
LEMPERIERE, 2012).

O S. zeamais é normalmente controlado por inseticidas fumigantes (fosfeto de
aluminio e de magnésio) e com residuais protetores (piretroides e organofosforados).
Os inseticidas protetores séo utilizados como principal método de controle preventivo,
gue tem o objetivo de controlar e proteger os armazéns dos ataques de pragas. Mas
apesar de eficazes, podem causar intoxicagdes aos aplicadores, presenca de residuos
toxicos nos graos e surgimento de populacdes de insetos resistentes a utilizacdo de
inseticidas sintéticos sdo de grande importancia, pois € o principal método de controle
da ocorréncia de eventuais pragas na massa de sementes (LORINI, 2003).

Além do problema residual e de toxidez, o uso intensivo de inseticida tem sido
apontado como o principal fator de resisténcia das populacdes do gorgulho do milho

aos produtos quimicos, o que acaba comprometendo o controle desta praga (RIBEIRO
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et al., 2003). A busca por métodos menos agressivos e onerosos para o controle desta
praga, o estudo de possiveis linhagens resistentes, visando o melhoramento genético
dos cultivares, tem sido objeto de varias pesquisas, ndo apenas no Brasil (MARSARO
JUNIOR et al., 2008; NASCIMENTO et al., 2014), como em outros paises (SIWALE et
al., 2009), buscando a deteccao de proteinas como (arcelina, lectina e inibidores de
proteases) que fazem parte dos mecanismos de defesa da planta para uma melhor
selecdo de cultivares resistentes em relacdo a essas caracteristicas (SCHOEDER et
al., 1995; MARSARO JUNIOR et al., 2005).

2.4. Resisténcia do milho a S. zeamais

A cultura do milho apresenta uma alta variabilidade genética, caracteristica
importante para a criacdo de programa de pesquisa, visando selecionar através do
melhoramento, cultivares resistentes a S. zeamais (WIDSTROM et al., 1992).

A utilizacdo de plantas resistentes a insetos tem sido um método de controle
eficiente contra S. zeamais e apresenta uma série de vantagens com relacdo ao uso de
inseticidas quimicos, dentre elas: ndo onera o custo de producdo, nao oferece risco a
saude humana e animal, reduz perdas quantitativas e qualitativas dos grédos e alguns
estudos tém demonstrado a existéncia de genadtipos de milho resistentes ao ataque de
insetos praga durante o armazenamento (MAZZONETO; BOICA JUNIOR, 1999;
MARSARO JUNIOR et al., 2005).

Os gréos nao dispdem apenas da resisténcia fisica do pericarpo, mais também
de compostos quimicos nele presentes, compostos esses responsaveis por afetar o
ciclo biolégico do S. zeamais. Os caracteres associados aos tecidos de gréos sao
acidos fendlicos encontrados no pericarpo e embrido, inibidores de proteinases séo o
endosperma e embrido, outro fator € a dureza do grdo que ficam no pericarpo,
endosperma e embrido (MORAIS, 2012).

Classen et al. (1990) verificaram que o teor de proteinas no grdo de milho
correlaciona-se negativamente com o namero de ovos colocados pela fémea de S.
zeamais nos graos. Arnason et al. (1993) constataram que o teor de lipideos
correlaciona-se negativamente com a suscetibilidade de gendétipos de milho ao ataque
de S. zeamais.

Estudos realizados por Rosseto (1972) e Santos; Foster (1981) relatam que o

gorgulho do milho tem a capacidade de distinguir o gréo susceptivel e o resistente,
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mesmo estando estes misturados, em teste de “livre escolha”. Segundo eles, este
inseto pode ser usado para selecionar variedades resistentes, numa populacdo de

milho onde existe variabilidade genética.

2.5. Atividade de proteinas inseticidas (lectina e inibidor de tripsina).

As lectinas sdo glicoproteinas presentes em muitos seres vivos dos reinos
vegeta e animais. Nas plantas tem sido detectada principalmente nos cotilédones e no
endosperma das sementes, constituindo de 10 a 12% das proteinas totais (DIAZ et al.,
1999). Essas proteinas formam ligacGes reversiveis com carboidratos, apresentando
especificidade com diferentes carboidratos ligantes. Lectinas estdo ligadas as
atividades e mecanismos de defesa de plantas e animais. As lectinas, encontradas em
plantas tém sido descritas como participantes da defesa contra insetos e outros
agentes patogenos ha esses vegetais (AGRA NETO, 2014).

Segundo Vendramim e Guzzo (2009) diversos autores afirmam que o
mecanismo de acgdo tdxica da lectina contra insetos ainda ndo estd completamente
esclarecido, mas os parametros mais utilizados para medir seus efeitos (sobrevivéncia,
consumo alimentar, periodo de desenvolvimento entre outros) em insetos alimentados
experimentalmente com hospedeiros naturais, ou em dietas artificiais contendo
lectinas, fornecem indicios de m& alimentacéo.

As lectinas isoladas da entrecasca e do cerne da aroeira-do-sertdo
(Myracrodruon urundeuva) foram agentes inseticidas contra operarios e soldados de
Nasutitermes corniger e larvas de Aedes aegypti, devido a resisténcia das lectinas ao
ambiente proteolitico do intestino de N. corniger, A. aegypti e de S. zeamais
(NAPOLEAO et al., 2011a; NAPOLEAO et al.,, 2011b) O extrato de folhas de M.
urundeuva foi toxico quando ingerido por adultos de S. zeamais. A toxicidade do
extrato de folhas pode estar ligada a efeitos sobre a parede do lumen intestinal,
causando assim efeitos anti-nutricionais sobre S. zeamais (NAPOLEAO et al., 2013).

Os insetos obtém muitos dos aminoacidos essenciais utilizando proteinases
extracelulares que atuam no limem do intestino dos mesmos. Muitas familias de
plantas possuem inibidores de proteinases encontradas em seus 6rgaos reprodutivos,
orgaos de reserva e tecidos vegetativos. O mecanismo pelo qual os inibidores de

proteinases interferem no processo digestivo dos insetos se deve a diminuicdo da
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assimilacdo de nutrientes. O numero de inibidores de proteinases de plantas
identificados e isolados € grande, sendo os inibidores de proteinases serinicas e
cisteinicas que sdo as principais enzimas digestivas encontradas nos insetos
causadores de danos econdmicos (FRANCO et al., 2002). Os inibidores proteases
estdo amplamente distribuidos no reino vegetal, pois, sdo proteinas capazes de inibir
as atividades de tripsina, quimiotripsina, amilase, carboxipetidase, entre outras
(GOMES, 2014).

Os inibidores de tripsina podem ser utilizados em métodos de controle de insetos
e, sendo assim, a caracterizacdo desses inibidores sdo de grande importancia para que
novas formas de controle de pragas sejam desenvolvidas. Os inibidores de tripsina
atuam na digestdo primaria de proteinas e comprometem o processo digestivo por
completo, reduzindo a disponibilidade de aminoacidos ao inseto, esses inibidores ja
foram observados em uma pequena diversidade de plantas como mamona, maracuja,
gergelim, mamé&o, abacaxi, jurema branca, que foram utilizadas em testes em diversas
ordens de insetos pragas como coleodpteros, lepidopteros e dipteros (GOMES, 2014,
OLIVEIRA, 2007; ROSSI et al., 2010).

Anthonomus grandis, Zabrotes subfasciatus e Callosobruchus maculatus, assim
COMO outros insetos pragas de outras ordens apresentaram uma deficiéncia em relagao
a absorcdo de nutrientes, ap0s a utilizacdo de materiais vegetais comm a presenca de
inibidores de tripsina o pode acarretar um maior tempo necessario para o
desenvolvimento de fases juvenis e um menor ganho de peso pelos adultos, sendo
estes inibidores fortes candidatos para a criagcdo de programas de melhoramento
(CRUZ, 2008).

Uma classe muito conhecida de compostos secundarios presentes em plantas
sao os inibidores de tripsina, uma serinoproteinase relacionada com a digestdao de
proteinas. Que tem funcao de Inibir as enzimas relacionadas com a digestao proteica e
impedem que o0 organismo que 0s ingere tenha seu desenvolvimento adequado,

interferindo no ciclo de vida da espécie em questdo (ROSSI et al., 2010).
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3. MATERIAIS E METODOS

O presente trabalho foi desenvolvido no Laboratério de Entomologia do
Departamento de Fitotecnia da Universidade Federal do Piaui (UFPI), com temperatura
e umidade relativa, monitoradas e fotofase de 12 h. As andlises bioquimicas foram
realizadas no Laboratério de Glicoproteinas do Departamento de Bioquimica da
Universidade Federal de Pernambuco e Analise de proteina em S. zeamais. foi
realizada na Universidade Federal Rural de Pernambuco. Os adultos de S. zeamais
utilizados foram provenientes da criacdo pertencente ao laboratorio de entomologia da
Universidade Federal do Piaui, esses foram criados por varias geracdes de graos de
milho pipoca.

Origem das cultivares. Utilizaram-se as cultivares BRS Caatingueiro, BRS
Gorutuba, BRS Sertanejo e BRS Asa branca adquirida junto a Empresa Brasileira de
Pesquisa Agropecuéria (Embrapa), Petrolina/PE, e a BR 106 adquirida de uma
propriedade localizada em Timon/MA, sendo esta licenciada pela Embrapa Meio Norte.

Teste sem chance de escolha. Para cada cultivar foram utilizadas parcelas com
200 g de milho, infestado com 20 insetos adultos ndo sexados de Sitophilus zeamais,
com idade de 10 a 20 dias, acondicionadas em recipiente plastico com capacidade
para 500 mL fechados com tampas plasticas perfuradas, a fim de facilitar as trocas
gasosas. Decorridos trinta (30) dias apos a infestacdo (DAI) avaliou-se, diariamente, o
namero de adultos emergidos, cessando a contagem apos cinco dias consecutivos sem
emergéncia. A duracdo da fase imatura, foi calculada através da seguinte formula:
[Z(numero diario de insetos emergidos x numero de dias apds a emergencia)/total de
insetos emergidos] (LIMA et al., 2001). Também foi avaliada a perda de massa seca
dos gréos, provocada pelos S. zeamais adultos e sua progénie. A perda de massa seca
dos gréos foi observada a cada 15 dias apos a infestacdo dos graos por um periodo de
60 dias, a qual foi determinada pela diferenca entre a massa seca inicial e a massa
seca final (Adaptado de MARSARO JUNIOR et al., 2006).

A resisténcia das cultivares de milho foi avaliada pelo indice de suscetibilidade
(IS) (DOBIE, 1977 Apud MASSARO JUNIOR et al., 2008), que relaciona o nimero de
gorgulhos emergidos e o tempo médio de desenvolvimento, apos infestacao artificial de
graos por S. zeamais. O delineamento utilizado foi o inteiramente casualizado,

contando de cinco repeticbes. Os dados foram submetidos a andlise de variancia
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ANOVA e as médias comparadas pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade, através
do SAS (SAS Institute, 2001).

Teste com chance de escolha. Os bioensaios foram conduzidos em arenas
formadas por cinco recipientes plasticos com capacidade para 150 mL, contendo 10 g
de cada cultivar, interligados a uma caixa plastica central por tubos plasticos. Na arena
central foram liberados 50 adultos de S. zeamais com 0-20 dias de idade n&o sexados.
ApoOs 24 horas as interligacdes entre os compartimentos foram fechadas com algodéo e
foi contabilizado os numeros de insetos por cultivar. O delineamento experimental
utilizado foi o inteiramente casualizado, constando de cinco cultivares, sendo cinco
tratamentos e seis repeticbes. Com o numero de insetos atraidos fez-se a andlise de
frequéncia de escolha, adotando-se o PROC FREQ do SAS (SAS Institute., 2001) e a
interpretacdo, mediante o teste de qui-quadrado a 5% de probabilidade.

Andlise de proteina totais em S. zeamais. Adultos ndo sexados de S.
zeamais foram alimentados com as cultivares, cv. BR 106, cv. BRS Caatingueiro, cv.
BRS Gorutuba, cv. BRS Sertanejo e cv. BRS Asa branca, foram separados para a
guantificacdo de proteinas. Para cada cultivar foram utilizadas 10 amostras e cada
amostra constou de 5 insetos adultos, totalizando 50 insetos por tratamento. Esses
insetos foram macerados com o auxilio de um cadinho e a estes foram adicionados
5mL do tampéao, fosfato de sédio (pH 7,4 e 0,1M). Em seguida, com o auxilio de uma
pipeta, foi retirado 1mL da mistura (inseto + tampdao), colocado em um eppendorf
devidamente etiquetado. Todo esse procedimento foi realizado em baixa temperatura
objetivando evitar a oxidagdo da amostra. Essas amostras foram centrifugadas por 3
min. a 3.000rpm. Apo6s a centrifugacdo foram retirados 100 yL de cada amostra e
colocado em novos eppendorfs devidamente etiquetados. Essas amostras foram entéo
transferidas para tubos de vidro graduado para centrifugacéo e a este foi adicionado o
corante Bradford avolumando até 5mL. Os tubos foram colocados em um agitador para
homogeneizacdo das amostras e em seguida permaneceram em repouso por 2 min.
(tempo necessario para as amostras interagirem com o corante). Em seguida foi feita a
leitura das proteinas no espectrofotometro com comprimento de onda de 595 nm. A
unidade utilizada foi de micrograma/mL. As analises foram submetidas a ANOVA e as
meédias comparadas pelo teste de Tukey (P<0,05).

Atividade de proteinas inseticidas (lectina e inibidor de tripsina). Atividade
hemaglutinante de lectina e inibidora de tripsina foram analisadas nas cinco cultivares

utilizadas.
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Atividade hemaglutinante nos cultivares de milho. Esta atividade foi avaliada
em placas de microtitulacdo (TPP-Techno Produtos Plasticos, Trasadingen, Suica) de
acordo com a metodologia descrita por Napoledo et al. (2011). Uma diluicdo seriada
dos extratos das sementes das cultivares de milho foi realizada as amostras incubadas
com uma suspensao de eritrocitos de coelho tratados com o glutaraldeido 2,5% (v/v),
de acordo com Bing et al. (1967). A atividade hemaglutinante foi definida como o
inverso da maior diluicdo da amostra que promoveu total hemaglutinacéo. A atividade
hemaglutinante especifica foi definida como a razéao entre o titulo e a concentracédo da
proteina (mg/mL). Os resultados foram observados apos 45 min da adicdo da
suspensao de eritrgcitos.

Atividade inibidora de tripsina. Esta atividade foi determinada em microplacas,
sendo adicionados 5 pL de tripsina bovina a 0,1 mg/mL (em tampéao Tris-HCI 0,1 M, pH
8,0, contendo CaCl2 0,02 M) a 5 pL do substrato N-a-benzoil-DL-arginina-p-nitroanilida
(BApNA) e incubados com os extratos (5-15 pL) de sementes das cultivares de milho.
O volume de cada poco foi ajustado para 200 uL com tampéao Tris-HCI 0,1 M, pH 8,0
contendo NaCl 0,15 M. Controles do substrato (auséncia da enzima e inibidor), da
amostra (auséncia de enzima e substrato) e controle 100% (auséncia do inibidor) foram
realizados. Ap6s 30 min de incubagdo, a hidrolise do BApNA foi determinada pela
medida da absorbancia a 405 nm. Uma unidade de atividade inibidora de tripsina foi
definida como a quantidade de inibidor que reduz a absorbancia em 0,01 ap6s 30 min a
37 °C em relacéo ao controle (PONTUAL et al., 2014).
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4. RESULTADOS

Teste sem chance de escolha. A duracdo da fase imatura de S. zeamais nao foi
afetada, sendo o ciclo ovo a adulto semelhante para todas as cultivares. Entretanto,
namero menor de insetos emergidos foi observado na cultivar BR 106. Considerando o
namero de adultos emergidos e o tempo médio de desevolvido das larvas, as
variedades BRS Caatingueiro e BRS Asa Branca foram as mais suscetiveis ao ataque
de S. zeamais. Essas variedades apresentaram os maiores indices de suscetibilidade;

9,80 e 9,34; respectivamente (Tabela 1).

Tabela 1. Numero médio (+ EP) de Sitophilus zeamais emergidos, duracdo da fase
imatura, indice de suscetibilidade e Proteinas em S. zeamais, obtidos em cultivares de

milho, em teste sem chance de escolha.

Cultivares NuUmero de Duracéo da indice de Proteinas
adultos fase imatura  susctetibilidade® totais em S.

emergidos? (dias)t zeamais

(Mg/mL) *

BRS Caatingueiro 213,17 +17,38a 54,65+1,09a 9,80+ 0,27 a 33,08+ 1,89 a
BRS Asa Branca 174,83+ 2354ab 5531+174a 9,34+0,54ab 18,35+ 1,27 c

BRS Sertaneja 136,50 £ 17,22 bc  55,52+0,551a 8,79%8,79 bc 29,75 + 1,64 ba
BRS Gorutuba 130,50 £24,93bc 58,79+1,19a 8,17+0,43 bc 28,50 + 2,10 ba
BR 106 74,00+ 11,92 c 55,54+ 154 a 7,66 +0,34cC 23,03 + 1,66 bc

IMédias seguidas de mesma letra, ndo diferem estatisticamente pelo teste de Tukey
(P<0,05).

Apo6s os primeiros 15 dias de confinamento os S. zeamais ndo apresentaram
diferenca estatistica entre as variedades testadas em relacdo a perda de massa seca,
apenas apos 30 dias pode-se observar diferengas entre as cultivares estudadas. A BR
106 foi a mais resistente apresentando o menor indice (7,66), bem como apresentou a
menor perda de massa seca (3,27 g) 60 dias ap0s a infestacdo por adultos de S.
zeamais, enquanto as demais variedades perderam entre 9,28 g (BRS Asa Branca) e
7,36 g (BRS Gorutuba) (Figura 1).
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Figura 1. Perda de peso de diferentes cultivares de milho submetidos ao ataque de

Sitophilus zeamais. Médias (xEP) seguidas pela mesma letra ndo diferem
significativamente pelo teste de Tukey (P < 0,05).

Teste com chance de escolha. Observou-se que o0 numero de insetos presentes
no milho BR 106 foi significativamente menor que os encontrados nas variedades BRS
caatingueiro, BRS asa branca e BRS sertanejo e BRS gorutuba sendo estes ultimos,

portanto, os mais atrativos nas condi¢des do experimento (Figura 2).
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Figura 2. Preferéncia de adultos de S. zeamais (n = 435) por cultivares comerciais de

sementes de milho. Significancia (P) através do teste de x2 a 5% de probabilidade.

Andlise de proteina totais em S. zeamais. As variedades BRS catingueiro
(33,08), BRS sertaneja (29,75) e BRS gorutuba (28,50) ndo diferiram entre si quanto a
sua influéncia na reducéo na aquisicdo de proteinas totais nos adultos de S. zeamais.
As Variedades de milho que mais influenciaram nesta aquisi¢do nutricional foram a
BRS asa branca (18,35) e a BR 106 (23,03) ocasionando uma diminuicdo na
quantificacdo proteica nos insetos bastante significativa quando comparadas as
demais. Contudo a variedade BR 106 néo diferiu estatisticamente das variedades BRS
sertaneja e BRS Gorutuba.

Atividade de proteinas inseticidas (Atividade hemoglutinante — lectina). A
atividade de lectina obtida nas cultivares BR 106, BRS Asa Branca, BRS sertanejo e
BRS Gorutuba correspondendo a 4,86; 2,59; 1,84 e 1,29 (U/mg), respectivamente. Na
cultivar BRS Caatingueiro ndo houve atividade da lectina. As cultivares com maior
concentracdo de lectina como a BR 106 e BRS gorutuba apresentaram um menor
namero de S. zeamais adultos apresentando também uma menor perda de massa seca
nos graos.Enquanto a BRS catingueiro que nao apresentou atividade hemaglutinante,
Ou seja ndo possui lectina na sua constituicdo, o nimero de emergéncia de adultos de
S. zemais foi maior, bem como sua perda de massa de massa seca. A lectina esta
ligada com o processo de consumo de massa seca, quanto maior o teor de lectina

menor 0 consumo de massa seca e consequentemente menor nimero de insetos
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emergidos, como observado na BR 106 que apresentou maior atividade
hemaglutinante, menor consumo de massa seca e menor emergéncia de adultos

(Figura 3 e Tabelas 1 e 2).
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Figura 3. Atividades hemaglutinante e inibidora de tripsina de diferentes cultivares de

milho.

Atividade Inibidora de Tripsina. As cultivares BRS Sertanejo, BRS Asa branca,
BR 106, BRS Gorutuba e BRS Catingueiro exibiram alta atividade inibidora de tripsina,
com os valores de 243,05; 171,048; 160,16; 170,71 e 142,62 (U/mg), respectivamente
(Figura 3). A atividade inibitoria de tripsina, podem ter influenciado no desenvolvimento
da fase imatura, pois com a inibicdo da tripsina ndo had a quebra de proteinas
incapacitando assim a absorcédo de componentes importantes para o desenvolvimento
do S. zeamais, 0 que pode ter influenciado no ciclo biolégico com um pequeno

alongamento.
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5. DISCUSSAO

O ato da alimentacdo de um inseto herbivoro envolve ganhos energéticos com a
metabolizacdo dos constituintes do tecido vegetal e perdas relacionadas a defesa e
resisténcia da planta. Quando se trata de uma resposta a resisténcia da planta
hospedeira esse gasto energético é elevado e existe comprometimento de
componentes importantes da histéria de vida do inseto (CORREIA; SALGADO, 2011).
A exemplo do trabalho realizado por Marsaro Janior et al. (2008) com variedades de
graos de milho resistentes ao ataque de S. zeamais. Onde os resultados demonstraram
um aumento significativo na populacdo de insetos durante 30 dias de armazenamento
e os hibridos mais resistentes apresentaram os menores valores de emergéncia.

Nunes; Rizental (2015) também submeteram o S. zeamais a variedades
resistentes de milho e seus resultados demostram que o aumento da resisténcia foi
inversamente proporcional a sobrevivéncia dos adultos. Esses resultados corroboram
com os encontrados na presente pesquisa onde as variedades mais resistentes BR
106, seguida de BRS Sertanejo e BRS Gorutuba apresentaram uma reducdo na
emergéncia de adultos, e também indicam uma resisténcia do tipo antibiose sobre as
larvas desta praga. Uma planta que expressa antibiose pode afetar o potencial
reprodutivo do inseto devido a mortalidade da fase imatura, baixa emergéncia de
adultos, além de reducdo no tamanho e peso dos individuos. Este mecanismo também
pode alterar a longevidade, oviposicdo, mortalidade, fecundidade e promover o
alongamento do ciclo do inseto, entre outros (MIKAMI et al., 2012). Ainda segundo
Farinelli (2006) esse efeito subletal na biologia dos insetos-praga, ocasiona, ao longo
das geracdes, populacées com individuos menos vigorosos e mais suscetiveis a acao

de inseticidas.

Outra caracteristica de variedades resistentes a insetos praga € a reducdao na
perda da massa seca dos gréos quando infestados (MARSARO JUNIOR et al., 2005).
Este fato pode ser observado na cultivar BR 106, onde foi conferida a maior resisténcia
e menor perda dos grédos quando atacadas por S. zeamais. Essa redu¢cdo na massa
seca dos graos deve-se também ao fato de que essa variedade foi a menos preferida
por esses insetos, quando comparadas as demais cultivares. Essa nao preferéncia da
variedade BR 106 pelos insetos, sugere uma resisténcia do tipo nao-preferéncia para
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oviposic¢&o ou alimentagdo conhecida como antixenose. Segundo Thompson (1991) a

planta ndo representa para o inseto apenas uma fonte de alimento, mas um local de

reproducéo e abrigo, COM iSSO algumas caracteristicas tornam uma planta preferencial
ou ndo para um determinado inseto. Dessa forma, a espécie do hospedeiro pode
determinar o potencial de infestacdo de insetos-praga nas culturas, modulando seu
ritmo, e podem ajudar a explicar o sucesso da colonizagcédo de uma cultura (CAMPOS et
al., 2003).

Outro fator que interfere no desenvolvimento de insetos praga € a ingestao de
lectinas vegetais. Segundo S& et al. (2009) as lectinas vegetais sdo proteinas que
interferem na alimentacéo, desenvolvimento, reproducao e sobrevivéncia de insetos em
diferentes estagios de vida e sdo comumente encontradas em variedades resistentes.
A variedades mais sucetivel (BRS catingueiro) apresentou uma menor concentracao de
lectinas quando comparadas as demais variedades. Portanto a reducéo na quantidade
dessas substancias na variedade suscetivel pode explicar a preferéncia de S. zeamais
por essa cultivar. Embora Mikami et al. (2012) afirmem que os niveis de proteinas néo
afetam a resisténcia de milho a S. zeamais, nossos resultados demonstram que
maiores concentracdes de lectinas estédo correlacionadas com a resisténcia. Trabalhos
realizados por Napoledo et al. (2013) com lectinas extraidas de folhas de Myracrodruon
urundeuva (Sapindale: Anacardiaceae) demonstram uma ac¢dao inibitoria dessa proteina
no sistema digestivo de S. zeamais atuando nas enzimas digestivas. Este efeito
nutricional ocasiona alteracdes em parametros bioldgicos que afetam diretamente a
sobrevivéncia desses organismos. Esse efeito nutricional ocasionado pelas lectinas
segundo Pereira De Albuquerque et al. (2012) esta relacionado a agédo inibitoria
ocasionada por proteina na glucosidase, uma enzima importante no processo de
digestao da celulose.

A quantidade de proteinas totais presentes nos adultos de S. zeamais
alimentados com as variedades de milho foi inversamente proporcional a quantidade de
inibidor de tripsina encontrada nos gréaos testados. A tripsina € uma enzima cuja funcéo
é digestao proteolitica durante o processo de alimentacdo e a aumento do seu inibidor
ocasiona uma reducdo na absorcao proteica no lumen do intestino dos insetos (PILON
et al., 2009). Um dos mecanismos de inibicdo da tripsina ocorre através das proteinaes
serinicas (KOIWA et al.,, 1997), tendo importante potencial inibitério contra enzimas
digestivas de insetos herbivoros de plantas economicamente importantes. Estes

inibidores formam um importante componente na estratégia do mecanismo de
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resisténcia de plantas. Em geral, a taxa de sintese destes inibidores atinge o apice em
12 horas e resulta em niveis maximos de acumulagdo por volta de 24 a 48 horas apés
o ataque de um inseto (BHATTACHARYYA et al., 2007).

Pesquisadas realizadas por Lira et al. (2015) demostram que adultos de S.
zeamais tratados com o Oleo de Alpinia purpurata (Zingiberales: Zingiberaceae)
apresentaram uma reducdo na absorgcéo de nutrientes, interferindo, por consequéncia,
no quantitativo proteico. Os autores atribuem esta acdo ao inibidor de tripsina, que
ocasionou uma reducdo na absorcdo de residuos de aminoacidos essenciais pelo
inseto.

As proteinas sdo constituidas de aminoacidos cuja funcdo pode ser estrutural,
enzimatica, transporte e armazenamento de moléculas, receptores entre outras
(CHAPMAN, 2013). A reducado proteica afeta diretamente a vitelogénese, ja que
proteinas como vitelogenina, carboxipeptidase vitelogénica, catepsina B e lipoforina
sdo produzidas e secretadas pelo corpo gorduroso e incorporadas aos ovécitos em
desenvolvimento, e sua reducdo acarreta efeitos negativos na reproducéo (GUIZZO et
al., 2012).

Com isso, a utilizacdo de cultivares transgénicos que expressam lectinas e
genes de inibidores de tripsina, como as cultivares BR 106, BRS caatingueiro, BRS asa
branca, BRS sertanejo e BRS gorutuba, tornando assim essas plantas resistentes a
insetos herbivoros como S. zeamais, pode ser uma alternativa viavel, por ocasionar
efeitos adversos nesses organismos, afetando ndo apenas a aquisicdo de nutrientes
mais também a sobrevivéncia desses organismos, além de ocasionar menor impacto

ambiental, adequando-se assim aos principios do manejo integrado de pragas.
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5. CONCLUSOES

A cultivar BR 106 apresentou maior resisténcia ao ataque de S. zeamais.

A presenca de lectinas e de inibidores de tripsina influenciaram na resisténcia das
cultivares BR 106, BRS caatingueiro, BRS asa branca, BRS sertanejo e BRS gorutuba,
ao ataque de S. zeamais.

A alta atividade inibidora de tripsina prolongou o ciclo biolégico do gorgulho e,
consequentemente, aumentou a resisténcia das cultivares, bem como podem ter

influenciado no consumo de matéria seca de graos de milho.
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