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RESUMO

As inter-relagdes entre descritores bioquimicos e agrondmicos foram investigadas em genétipos de amendoim
visando identificar indicadores de selecdo para tolerancia a pragas de graos armazenados, com base na capacidade
inibitdria para tripsina e quimotripsina. Dez gendtipos foram cultivados em campo, em 2011/2012, e suas sementes
utilizadas para os ensaios bioquimicos. Quatro descritores agronémicos foram utilizados para compor as andlises
de correlagdo. Sete gendtipos revelaram alta capacidade inibitdria para tripsina, com mais de 80% de inibigdo;
contudo, para quimotripsina, observou-se baixa inibi¢do em todos os genoétipos, variando entre 4 e 12%. Nas
analises de correlagdo ndo foram observadas inter-relagdes significativas entre os inibidores e as demais variaveis,
com exce¢ao de inibidor de tripsina x proteinas nas folhas, que revelou correlagdo negativa de alta magnitude
indicando que alto teor de proteinas nas folhas pode reduzir o nivel de inibidor de tripsina nas sementes. Este
descritor poderia ser utilizado como indicador de sele¢do para tolerancia a pragas de graos armazenados, com
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The interrelations between biochemical and agronomic descriptors were investigated in peanut genotypes in order
to identify selection indicators for tolerance to stored grain pests, based on the inhibitory capacity for trypsin and
chymotrypsin. Ten genotypes were grown in field, in 2011/2012, and their seeds were further used for biochemical
assays. Four agronomic traits were used in order to compose the correlation analysis. Seven genotypes showed high
inhibitory capacity for trypsin with more than 80% inhibition; however, chymotrypsin inhibition was low in all
genotypes, varying between 4 and 12%. No significant interrelationships between inhibitors and the other variables
were seen in correlation analysis, except trypsin inhibitor x leaves protein, which revealed a negative correlation
with high magnitude, indicating that a high protein content in the leaves can reduce the level of trypsin inhibitor
in the seeds. This descriptor could be used as a selection indicator for tolerance to stored grain pests, adding the
benefit of saving the seed.

INTRODUCAO

Os insetos-praga estdo entre os principais problemas
relacionados a perda de produtividade em varias culturas. Por
meio do melhoramento convencional a obtencdo de cultivares
resistentes é mais complexa em razdo dos varios fatores
genéticos que envolvem a resisténcia ao inseto. Para algumas
pragas, porém, como as de graos armazenados, a obtencdo de
resisténcia é mais exequivel em virtude das varias proteinas de
defesa, encontradas naturalmente nas sementes de algumas
espécies vegetais, em especial das Solanaceae e Leguminosae
(Habib & Fazili, 2007; Oliveira et al., 2009).

Proteinas de defesa tém sido reportadas na literatura,
entre elas os inibidores proteicos (IPs), quitinases, proteinas
inativadoras de ribossomo (RIPs), arcelinas, vicilinas, leguminas,
lectinas, defensinas, tioninas e proteinas de transferéncias de
lipideos (LTPs) (Habib & Fazili, 2007; Pereira et al., 2007; Hartl
et al., 2011; Lima & Morais, 2013). Esses inibidores formam
um complexo inibindo, parcial ou totalmente, suas enzimas
cognatas (Habib & Fazili, 2007) e exercem papel preponderante
no melhoramento de plantas para resisténcia a insetos, tanto
por meio convencional quanto biotecnoldgico, em razdo da sua
capacidade de inibir enzimas hidroliticas (Pereira et al., 2007;
Oliveira et al., 2009; De Paola et al., 2012).
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Varios autores reportam que os IPs (proteases e
a-amilases) atuam como defensivos naturais contra insetos,
principalmente das Ordens Lepidoptera e Coleoptera, em
razdo dos efeitos deletérios provocados, incluindo redugdo
de fecundidade, perda de peso, aumento da mortalidade e
algumas deformacées, em virtude da reducdo da atividade
proteolitica do trato digestivo, limitando a assimilac¢do de
nutrientes (Haq et al., 2004; Silva et al., 2006; Macedo et al.,
2010). Isto demonstra o potencial do uso desses metabdlitos
como ferramenta para selecdo de plantas resistentes a pragas
(Chye et al., 2006; Mosolov & Valueva, 2008).

O aumento na expressao dos IPs nos tecidos vegetais esta
relacionado a danos nos tecidos de armazenamento, como os
provocados por alimentagdo de insetos (Zavala et al., 2004) o que
possibilita a condugio de estudos envolvendo prospecgdo de IPs
em tecidos de reserva com enfoque em espécies leguminosas e
posterior investigacdo sobre seu potencial de inibicdo em ensaios
in vitro e in vivo contra enzimas digestivas de insetos-praga.

Entre as espécies detentoras de IPs nas sementes, cita-se
o amendoim, uma leguminosa de ciclo curto e com teores
variados de proteinas nas sementes (Santos et al., 2010; Freire
& Suasssuna, 2009). Inibidores de tripsina e quimotripsina
em amendoim tém sido estudados quanto a sequéncia de
aminoacidos, mecanismos de inibi¢do, estrutura cristalina e
dominios de ligagao (Norioka & Ikenaka, 1983; 1984; Dodo
et al., 2004).

Em trabalhos de melhoramento a prospecgio de linhagens
ricas em IPs se constitui em excelente ferramenta para selecdo
de gendtipos com potencial de resisténcia a pragas de graos
armazenados. Como a analise é feita por meio destrutivo
da semente, as sele¢des se tornam invidveis em populagdes
segregantes que sdo as de maior variabilidade no inicio dos
trabalhos de melhoramento havendo, contudo, descritores
fenotipicos ou bioquimicos que possam estar associados a este
cardter, a selecdo pode tornar-se facilitada, contribuindo para
o progresso do melhoramento de forma efetiva, sem prejuizo
de descarte de linhas promissoras.

Com o exposto, objetivou-se com este trabalho prospectar
descritores bioquimicos e agronémicos com potencial para
contribuir na selegdo de gendtipos de amendoim tolerantes a
pragas de graos armazenados, baseando-se em analises simples
e de correlagdo.

MATERIAL E METODOS

Dez genoétipos de amendoim, constituidos por oito linhagens
avancadas e duas cultivares, foram cultivados em Barbalha (7°
18’ 18 S; 39° 18’ 077 W; altitude 414 m), durante o periodo
de fevereiro a maio de 2011/2012. O solo, caracterizado
como Vertissolo, de textura franco-arenosa, foi previamente
corrigido e adubado em razdo da recomendagdo de analise
do solo. As parcelas foram constituidas de trés fileiras de 6
m, espag¢adas entre si em 0,7 m. O espagamento entre plantas
foi de 0,2 m deixando-se apenas duas plantas/cova. A fileira
central foi considerada drea ttil para a coleta dos dados. O
delineamento experimental adotado foi blocos ao acaso com
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cinco repetigdes. O manejo dos genétipos seguiu de acordo com
as recomendagdes descritas por Santos et al. (2006).

A colheita foi iniciada aos 85 dias para os materiais mais
precoces e até os 110 dias para os mais tardios (Tabela 1). As
médias de temperatura e umidade relativa do ar foram, durante
o experimento, de 35 °C e 72%, respectivamente. O total de
precipita¢ao pluvial durante o ano foi 1.160 mm. A descrigdo da
genealogia e de alguns descritores agrondmicos dos genétipos
avaliados se encontra na Tabela 1. As varidveis agrondmicos
avaliadas foram altura da haste principal, comprimento de
semente, peso de 100 sementes e numero de vagens/planta.

Apos as etapas de pds-colheita, quando as sementes se
encontravam com 8 a 10% de umidade, foram procedidas
as andlises bioquimicas para as seguintes variaveis: teor
de ¢6leo nas sementes, carboidratos e proteinas nas folhas.
Adicionalmente, foram analisados os teores de inibidores de
tripsina e quimotripsina nas sementes.

O teor de 6leo foi estimado por meio de Ressonéncia
Magnética Nuclear (RMN), realizado no Laboratério de
Quimica Avangada da Embrapa Algodio, a partir de 100 g de
amostras selecionadas ao acaso. Para as andlises de proteinas
totais e carboidratos, o extrato bruto foi obtido de folhas
frescas, na concentragao de 20% em tampao fosfato de potassio
monobasico 100 mM, EDTA 0,1 mM, pH 7,0, seguindo
metodologia descrita por Pereira et al. (2012). A concentragdo
das proteinas totais foi determinada pelo método de Bradford
(1976) e a leitura realizada a 595 nm. A determinagdo dos
carboidratos seguiu metodologia do fenol 4cido sulfurico,
descrita em Dubois et al. (1956). A leitura foi procedida a 490 nm.
Todas as analises foram feitas com cinco repeti¢des, cada uma
em triplicata.

Para determinacdo da atividade dos inibidores de tripsina
e quimotripsina, foram triturados 10 g de sementes de cada
genotipo de amendoim em multiprocessador, com posterior
delipida¢ao com 20 mL de acetona PA e 20 mL de hexano PA,
obedecendo metodologia descrita por Bland & Lax (2000);
em seguida, foram pesados 100 mg da amostra delipidada e
acrescentado 1 mL de tampdo Tris-HCI 50 mol L, pH 8,5,
incubado sob agitagdo durante a noite, a 4 °C. O extrato foi

Tabela 1. Descricao da genealogia e de alguns
descritores agrondmicos dos genétipos de amendoim
investigados neste estudo

Genotipo  Subesp. Genealogia GB HC C TS CS
BR 1 F Cultivar Va. E 8 M V
LViPe-06 H Top line Vi R 120 EG B
55437 v Cultivar Sp E 8 P B
Moita F Fs/s(BR1xLViPe) Va M 100 M  Br
Gen.20 F Fs/s(BR1xLViPe) Va SE 100 M V
Gen.46 H Fss (BRI1xLVIPe) Va M 110 MV
Gen.59 F Fs/s(BR1xLViPe) Va M 100 M B
Gen.67 H Fs/s(BR1xLviPe) Va SE 90 M B
Gen.73 H Fs/s(BRIxLViPe) Va SE 90 M B
Gen.108 H Fs/s(BR1xLViPe) Va SR 115 G  Br

Subsp. - Subespécie: F - Fastigiata, H - Hypogaea, V - Vulgarias; GB - Grupo botanico: Va
- Valencia, Vi - Virginia, Sp - Spanish; HC - Habito de crescimento: E - Ereto, R - Rasteiro, M -
Moita, SE - Semiereto, SR - Semirasteiro; C - Ciclo; TS: Tamanho da semente: P - Pequena, M
- Média, G - Grande, EG - Extra grande; CS - Cor da semente: V - Vermelha, B - Bege, Br - Branca
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centrifugado a 12.000 x g por 20 min a 4 °C e o sobrenadante
coletado denominado extrato bruto (EB).

A atividade inibitéria foi determinada incubando-se
aliquotas de 5 pg de tripsina bovina ou 5 pug de quimotripsina
com 69 pL de tampao Tris-HCI 50 mol L' pH 8,5 ou Tris-HCl
100 mM pH 7,8, respectivamente, e 5 pug de EB. A reagdo foi
pré-incubada a 37 °C, durante 20 min. Adicionados 100 pL da
solugdo do substrato de azocaseina a 1,5% (m/v) e incubados por
mais 20 min. No final desse tempo foram adicionados 100 pL da
azocaseina nos negativos da atividade e a reagdo foi parada com
150 pL de solugdo de acido tricloracético (TCA 20%). Apds 5
min em temperatura ambiente, as amostras foram centrifugadas
a 12.000 x g por 10 min. Aliquotas de 250 uL do sobrenadante
foram coletadas e adicionadas a 250 pL de NaOH 2 mol L' e a
absorbancia medida a 440 nm. Os ensaios foram realizados em
triplicata auténtica, seguindo-se a metodologia estabelecida por
Oliveira et al. (2002).

Apds compatibilizagao dos dados procederam-se as analises
de variéncia e de correlagio através do aplicativo computacional
GENES, versao 2009.7.0 (Cruz, 2006).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Verificou-se diferenca estatistica significativa entre os
genotipos para todas as varidveis utilizadas neste estudo
indicando que para todas elas hd resposta diferencial util para
ser utilizada em trabalhos de sele¢do (Tabela 2).

Ao se considerar que entre as varidveis estudadas as
de maior interesse para sele¢do de tolerancia a pragas de
graos armazenados, sdo IT e IQ, nas Figuras 1A e B, estdo
apresentadas, respectivamente, as atividades inibitdrias
dos gendtipos estudados. Observou-se que os genodtipos
apresentaram inibi¢do e variaram de 45 a 92% e 4 a 12%
para tripsina e quimotripsina, respectivamente. Embora os
percentuais encontrados para IQ tenham sido relativamente
baixos, é possivel esperar que uma combinac¢ido dos maiores
niveis de IQ e IT possa favorecer a potencialidade do
gendtipo para controlar o inseto-alvo nas sementes. Neste
aspecto, o investimento nas linhagens P20 e P67, como
progenitores para tolerancia a pragas de graos armazenados,
parece ser promissor, visto que ambas superam os
percentuais de 90% de inibicdo para IT e 10% para IQ. Tal

Tabela 2. Resumo da andlise de variancia para
descritores bioquimicos e agrondmicos do amendoim

am
PV 6L 7T AH Ps Cs 0O VgPl CH Pi
Bl 4 001 15 65 21 004 06 127 614 1.2

G 9 0.7 46.9" 382.2° 559 0.63" 23.9° 165.2" 308.1" 18.4™
R 36 008 14 28 10 003 05 86 351 53
M 053 17.6 357 49.8 1.23 470 218 506 691
cv 178 672 47 19 489 15 134 117 105

** *Significativo a 0,01 e 0,05 respectivamente, pelo teste t

FV - Fonte de variacdo, GL - Grau de liberdade, QM - Quadrado médio, BI - Bloco, G - Genétipo,
R - Residuo, M - Média, CV - Coeficiente de variagdo, IQ - Inibidor de quimotripsina, IT - Inibidor
de tripsina, AH - Altura da haste principal, PS - Peso de 100 sementes, CS - Comprimento de
semente, O - Teor de 6leo na semente; Vg/Pl - vagem/planta, CH - Teor de carboidratos nas
folhas, Pf - Teor de proteinas totais nas folhas

A 100,00
90,00
80,00 W Senegal
70,00 B hoita
W Gen, 20
S 6o moen 2
g S0oo % Gan. 59
S = Gan. 67
= 4 = N
2 o EiGen 72
= 3000 wiGan 108
2000 =BRO1
B LviPa-06 - 1
10,00
000
B. 1400 .
= Senegal
12,00 il B Moita
o 1000 Gen, 20
g mGen, 46
g M Flien, 59
Z 600 {oery  EGen. 67
E il =Gen 73
= ey T
o HEH ®oen 108
2,00 EEE EDBR-01
1,000 R B LviPe-0o - |

Genotipos de amendoim
Barra em cada gendtipo indica desvio padrédo
Figura 1. Atividade inibitoria para (A) tripsina (IT) e
(B) quimotripsina (IQ) em sementes de amendoim

inferéncia se baseia em resultados de estudos conduzidos
por Martins (2013), que procederam ao bioensaio de
alimentagdo com Alphitobius diaperinus alimentados com
graos de amendoim previamente selecionados quanto a alta
inibi¢ao de tripsina, verificando redug¢io na taxa de eclosio
dos insetos entre 42 e 51%.

Um fator que deve ser considerado neste resultado, é
que os genitores que geraram as linhagens P20 e P67, LViPe
e BRI, apresentaram média de 45% para IT e 6% para 1Q,
configurando tendéncia de a¢do génica sobredominante com
percentuais na ordem de 50% acima dos genitores, para IT e
40% para IQ. No aspecto genético este resultado pode estar
associado a combinagdo dos varios genes de IPs presentes
nos genitores. Tal justificativa se baseia no fato de que, no
presente estudo, a detecgdo de IPs foi feita no extrato bruto
das sementes. Sabe-se, no entanto, através da literatura,
que familias de IPs em leguminosas envolvem varios genes,
alguns com padrao de expressio mendeliana ou com efeitos
pleiotrépicos (Dunaevsky et al., 2005; Oliveira et al., 2009; De
Paola et al., 2012). No amendoim pelo menos sete IPs ja foram
identificados (Norioka et al., 1983; Dodo et al., 2004; Serquiz,
2012), mas ndo se sabe ainda qual a inter-relacao da expressao
desses genes nas composi¢des de linhagens geradas a partir
de populagées intraespecificas, como é o caso das linhagens
utilizadas neste estudo.

As estimativas dos coeficientes de correlagio entre os
descritores bioquimicos e agrondmicos se encontram na
Tabela 3. Entre os 36 elementos gerados na matriz verificou-
se correlagao significativa em apenas doze (33%) todas de alta
magnitude.

R. Bras. Eng. Agric. Ambiental, v.18, n.8, p.851-855, 2014.
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Tabela 3. Estimativa dos coeficientes de correlagao
genotipica entre descritores bioquimicos e agrondmicos
do amendoim

Correlacoes genéticas
IO IT AH PS CS 0O

Vg/PI  CH Pt

1Q 1 042 -022 -0.23 -0.08 -0.38 -0.30 0.12 -0.15
IT 1 0.01 -0.64* -0.42 -0.31 -0.77** -0.13 -0.68*
AH 1 -031 -051 -049 -0.23 0.62* 0.09
PS 1 0.84** 0.71* 0.86** -0.32 0.72**
CS 1 0.66* 0.82** -0.34 047
0 1 049 -0.72* 0.36
Vg/Pl 1 -0.07 0.63*
CH 1 0.16
Pf 1

** * Significativo a 0,01 e 0,05, respectivamente, pelo teste t

1Q - Inibidor de quimotripsina, IT - Inibidor de tripsina, AH - Altura da haste principal, PS - Peso
de 100 sementes, CS - Comprimento de semente, O - Teor de 6leo na semente; Vg/P! - vagem/
planta, CH - Teor de carboidratos nas folhas, Pf - Teor de proteinas totais nas folhas

A variavel PS foi correlacionada com a maioria dos caracteres a
elaassociada, CS (0.838**),0 (0.712*), Vg/P1(0.856**) e PT (0.724**),
porém nenhuma relagio foi observada entre os IT e IQ. A propdsito,
nenhum dos dois tipos de inibidores revelou, com a populagao deste
estudo, qualquer inter-relagio com as varidveis estudadas, com
exce¢do das correlagdes IT x PS (-0,64), IT x Vg/pl (-0,77) e IT x
Pf (-0.68), todas com correlagao negativa, especialmente esta tiltima,
sinalizando que a elevagdo no teor de proteina nas folhas contribui
para reduzir a atividade dos ITs. A priori, este resultado parece ser
contraditério considerando-se que I'Ts também sdo proteinas; mesmo
assim, pode ser explicado levando-se em consideracdo a grande
demanda das proteinas foliares para atender a todas as atividades
fisiologicas da cobertura vegetal durante o periodo de crescimento
da planta de modo que, ao se associar metabdlitos intrinsecos de
sementes com proteinas foliares, a relagio tenderia a ser negativa;
entdo, esta caracteristica (Pf) poderia ser utilizada como indicadora
de selecdo para o cardter I'Ts sem a necessidade de danificar a semente.
No caso de se utilizar como indicador as proteinas de sementes, é
de se esperar que a correlagdo seja positiva e de alta magnitude em
razao de ambos os metabdlitos estarem presentes no mesmo tecido,
0 que pode ser comprovado no trabalho de Lima et al. (2004) que
verificaram relacdo positiva entre os teores de PT nas sementes de
feijao com percentual de inibidores de proteases.

CONCLUSOES

1. Considerando que a predi¢do do teor de IT nas sementes
de amendoim se baseia em metodologias destrutivas, é
possivel estimar este carater baseando-se no teor de proteinas
nas folhas em funcéo de existir correlacdo negativa e de alta
magnitude para ambas as caracteristicas.

2. Para o presente estudo, esforcos para identificacio de
linhagens de amendoim com tolerincia a pragas de graos
armazenados podem ser envidados com as linhagens P20 e
P67, que se destacaram para os teores de IT e IQ.
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