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Amylase and protease inhibition activity against Fusarium verticillioides

Atividade inibidora de amilase e protease de milho contra Fusarium

verticillioides durante a germinac¢ao

in corn germination

Patricia Kadozawa'; Edson Luiz Zangrando Figueira?; Alberto Luiz Marsaro

Junior®; Antonio Carlos Gerage*; Sonia Maria Noemberg Lazzari’;

Elisabete Yurie Sataque Ono®; Ivone Yurika Mizubuti’; Elisa Yoko Hirooka®*

Resumo

Fusarium verticillioides, patdgeno primario do milho, destaca-se pela produgdo da fumonisina, prejudicial
a saude humana e animal. Considerando que os mecanismos naturais de defesa sdo ferramentas
promissoras no controle de fitopatdgenos, avaliou-se: a atividade dos inibidores de amilase e protease
presente nos hibridos de milho AG 5011 e CD 307 durante a germinagdo em camara de germinagao (25°C
€ 90-95%UR) e em casa de vegetagao (sem controle de temperatura e umidade) contra amilase e protease
de F. verticillioides. Paralelamente, avaliou-se a resisténcia do milho a Sitophilus zeamais. A atividade
inibitoria de enzimas avaliada nos tempos 0, 24, 48, 72, 96 e 168 h, aumentou durante a germina¢do em
ambos os hibridos, sendo que a atividade inibidora de amilase variou de 2,8 a 39,5 UIA/g, enquanto que
aatividade inibidora de protease variou de 550,0 a 3633,9 UIP/g. Os maiores indices de atividade inibidora
foram observados em camara de germinagdo, e em CD 307. O hibrido AG 5011 apresentou-se menos
susceptivel a S. zeamais e tendeu a maior atividade inibidora de enzimas no tempo 0 h. Os resultados
obtidos indicaram possivel desempenho de inibidores enzimaticos na germinacao na defesa do milho
contra F. verticillioides e S. zeamais.

Palavras-chave: Zea mays, caruncho, defesa, inibidor de amilase, inibidor de protease

Abstract

The primary maize pathogen, Fusarium verticillioides (F. moniliforme Sheldon) is responsible for
fumonisin production, which is harmful to human and animal health. In addition, maize can be more
susceptible to fungal infection after insect attack. The activity of amylase and protease inhibitors in AG
5011 and CD 307 hybrids were determined during germination with controlled and not controlled conditions
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of temperature and relative humidity and, they were correlated to maize resistance against Sithophilus
zeamais. The inhibitory activity during corn germination was evaluated at 0, 24, 48, 72, 96 and 168 h.
Amylase and protease inhibitory activity increased during germination in both hybrids, which ranged
respectively from 2.8 to 39.5 UIA/g, and 550.0 to 3633.9 UIP/g. The highest levels of inhibitory activity
occurred in hybrid CD 307 in germination chamber. The biologic cycle and susceptible rate were evaluated
for corn resistance test. The AG 5011 hybrid was less susceptible to S. zeamais and showed higher
inhibitory activity (time 0 h), demonstrating possible relationship between resistance against the insect
and inhibitory enzymes. These results indicated that maize natural defense mechanism plays an important

role on phytopathogen control.

Key words: Zea mays, weevil, defense, amylase inhibitor, protease inhibitor

Introducio

O milho ¢ um cereal essencial com produgao
mundial de 598,7 milhdes de toneladas na safra 2001/
2002, onde o Brasil participou com produgao de 35,2
milhdes de toneladas. O consumo do milho se associa
intimamente a alimentacdo animal, com énfase a aves
e suinos. Entretanto, aproximadamente 30% da
producdo destina-se diretamente ao consumo
humano, originando mais de 500 produtos derivados
(LAFIS, 2003).

As caracteristicas nutricionais expdem o milho
ao ataque de fitopatogenos, devendo-se considerar
a importancia de insetos que favorecem o
estabelecimento de fungos toxigé€nicos. Fusarium
Niremberg (Fusarium
moniliforme Sheldon), patdégeno primario do milho
amplamente distribuido na natureza, destaca
principalmente em regides de clima tropical umido e
subtropical (MUNKVOLD; DESJARDINS, 1997;
ONO et al., 1999). Este fungo produz micotoxinas
do grupo das fumonisinas, que juntamente com as
aflatoxinas t€m sido motivo preocupante para satide

verticillioides Sac.

humana e animal, j4 que provavelmente esta
envolvida no processo cancerigeno em humanos
(UENO, 2000).

Os inibidores enzimaticos, constituidos de
proteinas com atividade contra amilase e protease
fungica presentes naturalmente no milho,
representam ferramentas potenciais, capazes de
conter o crescimento microbiano e, conseqiiente
produgdo de micotoxinas (BLANCO-LABRA et al.,
1995; FIGUEIRA et al., 2003 a,b). A atividade
potencial das enzimas para o controle de fungos

durante a germinacdo tem sido assunto discutido,
visando o melhoramento genético empregando-se a
defesa natural das plantas (ELLIOTT et al., 2003).
Com a capacidade de atuar sobre enzimas digestivas
de fitopatogenos, estes inibidores participariam no
mecanismo de defesa abrindo perspectivas
promissoras para producdo de plantas resistentes ao
ataque de fungos (BLANCO-LABRA; ITURBE-
CHINAS, 1981; FIGUEIRA et al., 2003 a,b).

O objetivo deste trabalho foi avaliar a atividade
dos inibidores de amilase e protease durante a
germinagdo em temperatura ¢ umidade controladas
ou ndo.

Material e métodos

Material vegetal

Foram avaliadas sementes dos cultivares de milho
AG 5011 e CD 307 sem tratamento com fungicidas,
fornecidos pelo Instituto Agrondmico do Parana
(IAPAR), Londrina — PR. As sementes de milho
foram submetidas ao processo de limpeza manual
para eliminar grios quebrados e ardidos, higienizada
com hipoclorito de s6dio 2% durante 5 min e lavada
com agua estéril.

Germinag¢do em camara de germina¢do

Cinqilienta sementes
simetricamente sobre duas folhas de papel de
germinagdo (papel de filtro 2 mm, 38 X 28 cm)

previamente umedecidas, cobertas com um papel de

foram dispostas
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germinagdo também umedecida e o conjunto dobrado
semelhante a um rolo. A incubagio durante 0, 24,
48, 72, 96, 168 h procedeu-se em camara de
germinagdo (DE LEO) em condigdo controlada
(25°C e 90%). O hibrido CD 307 foi submetido a
germinacdo por 192 h para analise de atividade
inibidora de amilase/protease nas diferentes partes
da plantula. Neste ensaio, as amostras foram
separadas em trés partes: coleoptilo, endosperma e
radicula. As demais amostras foram coletadas do
germinador nos intervalos mencionados e
imediatamente congeladas, liofilizadas e trituradas
para granulometria maxima de 48 mesh. O ensaio
com trés repeticdes consistiu de seis tratamentos
correspondentes a 6 tempos de analise (0, 24, 48, 72,
96 e 168 h). Nos ensaios analiticos utilizaram-se
triplicatas das repetigdes, para avaliagdo estatistica
dos dados. O experimento com coledptilo,
endosperma e radicula da plantula foi conduzido com
trés repeticdes.

Germinag¢do em casa de vegeta¢do

Cingiienta sementes foram semeadas em bandejas
de isopor para germinacdo durante 0, 24, 48, 72,96 ¢
168 h sem controle de temperatura e umidade,
coletadas e imediatamente congeladas, liofilizadas e
trituradas para granulometria maxima de 48 mesh.
O ensaio com trés repeticdes consistiu de seis
tratamentos correspondentes a 6 tempos de analise
(0 a 168h) para cada hibrido. Nos ensaios analiticos
utilizaram-se triplicatas das repeti¢des, para
avaliacdo estatistica.

Atividade inibidora de amilase

As amostras previamente trituradas foram
desengorduradas com acetona na proporg¢ao 1:1 (m/
v), sob agitacdo durante 15 min a temperatura
ambiente, decantada ¢ o sobrenadante desprezado.
O processo foi repetido 3 vezes ¢ as amostras secas
a temperatura ambiente, até a completa evaporagao
da acetona. Para a extra¢ao de inibidores de amilase,

5 g de farinha desengordurada foram homogeneizadas
com 25 mL de tampao acetato de sodio 0,1 M, pH
6,0 a 400 rpm por 90 min a 4°C. O sobrenadante
obtido foi centrifugado a 30000 xg por 20 min a 4°C
e dialisado contra agua destilada. A atividade inibidora
de amilase foi determinada pelo método iodométrico
segundo Wilson & Ingledew (1982).

Atividade inibidora de protease

A extragdo de inibidores de protease foi efetuada
segundo Blanco-Labra et al. (1995). As amostras
previamente trituradas foram desengorduradas com
acetona na proporg¢ao 1:1 (m/v), sob agitagdo por 15
min a temperatura ambiente, decantadas e o
sobrenadante desprezado. O processo foi repetido 3
vezes € secas a temperatura ambiente. A amostra
desengordurada foi homogeneizada em tampao
acetato de sdédio 20 mM, pH 5,5 com 1 mM cloreto
de calcio (1:5, m/v) durante 2 h a 4°C, centrifugada
(10000 xg por 1 h a 4°C) e no sobrenadante efetuou-
se a determinacdo da atividade inibidora de protease
pelo método de Kakade et al. (1974), modificado
por Liu & Markakis (1989).

Teste de resisténcia do milho a Sitophilus zeamais

O milho limpo e higienizado foi submetido a
determinagao de umidade segundo Waquim (1992),
para posterior padroniza¢do da umidade a 13,5%.
As amostras de milho dos hibridos AG 5011 e CD
307 com umidade padronizada foram armazenadas
em caixas plasticas transparentes (8x12 c¢cm) com
tampa cuja area central (2 cm?) foi cortada e vedada
com tela plastica perfurada (1 mm). A quantidade
de 100 g de cada hibrido de milho foi pesada e
colocada em respectivas caixas com 20 carunchos
de milho (S. zeamais), sendo 15 fémeas e 5 machos.
Os testes foram realizados com trés repeticdes por
hibrido. As caixas foram incubadas a 27°C e 70-75%
UR, durante 10 dias para oviposi¢do. Os adultos
foram manualmente descartados e os graos
acondicionados novamente nas caixas plasticas por
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30 diasa27°Ce 70-75% UR. Em seguida, procedeu-
se a contagem e o descarte dos insetos emersos a
cada 2 dias até que o nimero de adultos emerso fosse
igual a zero, atingido aos 90 dias. Simultaneamente,
os insetos emergidos e os grados de milho, foram
pesados, sendo os parametros avaliados: ciclo
bioldgico médio do inseto (CB), numero de insetos
emersos de grdos (NE), peso de adultos emersos
(PE), indice de susceptibilidade de milho (IS), perda
de peso dos graos (PP). O indice de susceptibilidade
e o ciclo biologico foram calculados pelas equacdes
de Dobie (1977):

a) Equagao do Ciclo Biologico
CB = 2XY /22X

onde: X= niamero de adultos emersos; Y= niimero
de dias apo6s infestagao (Ex: 30, 32, 34, 36, 38, 40, ...
até 90); XY= resultado da multiplicacdo de nimero
de adultos emersos e nimero de dias apds infestagao;
CB=ciclo biologico médio

b) Equacio do Indice de Susceptibilidade
IS =[(InZX)/CB].100

onde: X= numero de adultos emersos; CB= ciclo
biologico médio; IS=indice de susceptibilidade.

Resultados e Discussao

Atividade inibidora contra amilase e protease de
F. verticillioides na germinag@o de milho

O estudo sobre inibidores de amilase e protease
se aponta entre pesquisas de destaque direcionado a
aplicagdo do mecanismo natural de defesa contra
insetos, visando minimizar a perda de qualidade do
milho. Ndo obstante, as informac¢oes deste
mecanismo contra fungos micotoxigénicos /
fitopatogénicos ainda sdo escassas, se considerar a
indissociavel ocorréncia e interagao entre estes dois
grupos de predadores (FAKHOURY;
WOLOSHUK, 2001; FIGUEIRA et al., 2003a,b).

Enfase deve ser dada a defesa durante a
germinagdo de milho, onde inicia a integridade da
cadeia produtiva de alimentos. Fakhoury & Woloshuk
(2001) salientaram a contribui¢do dos inibidores
enzimaticos na resisténcia contra patdégenos, assim
como pesquisas anteriores demonstraram-se a agao
promissora de inibidores de carater peptidico no
controle de F. verticillioides (FIGUEIRA et al.,
2003a,b).

As Figuras 1 e 2 mostram o comportamento da
atividade inibidora de amilase e protease,
respectivamente, dos hibridos de milho AG 5011 e
CD 307 contra amilase e protease de F.
verticillioides, no decorrer de 168 h de germinagao,
conduzidas em condi¢des controladas (camara de
germinacao com 90 —95% UR e 25°C) e sem controle
(casa de vegetacdo). Na germinagdo de milho
conduzido em casa de vegetagdo, a temperatura
minima no periodo oscilou de 9 — 21°C e, a maxima
de 21 — 35°C (Figura 3).

O ensaio em camara de germinacao favoreceu a
produgdo de maiores niveis de atividade inibidora de
amilase nos hibridos analisados. A atividade dos
inibidores de amilase variou de 4,5 a 34,8 UIA/g no
hibrido AG 5011 e 4,4 a 39,5 UIA/g no hibrido CD
307, com tendéncia de aumento no decorrer da
germinagao, quando comparada ao tempo 0 h (Figura
1). Nao obstante, o hibrido CD 307 apresentou pico
de atividade inibidora de amilase no tempo de 48 h
em camara de germinacgdo (Figura 1).

Na camara de germinacao, o hibrido de milho AG
5011 mostrou evolucdo da atividade inibidora de
amilase de 6,4; 2,8; 7,5; 25,4; 20,9 ¢ 34,8 UlA/g,
correspondente aos tempos 0, 24, 48, 72,96 ¢ 168 h
(Figura 1). O mesmo hibrido, submetido a condigdes
ndo controladas (germinagdo em casa de vegetagao)
apresentou atividades inibidoras de amilase de 6,4;
7,1;6,4;4,8; 4,5 ¢ 9;5 UlA/g nos tempos 0, 24, 48,
72,96 ¢ 168 h.

Semina: Ciéncias Agrarias, Londrina, v. 27, n. 2, p. 231-242, abr./jun. 2006
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Figura 1. Atividade do inibidor de amilase nos hibridos AG 5011 e CD 307 durante a germinagdo conduzida em camara
de germinagdo (25°C ¢ 90-95%UR) e em casa de vegetagdo (sem controle de temperatura e umidade).

A atividade inibidora de amilase durante a
germinagdo tendeu a aumentar conforme o
desenvolvimento da plantula (Figura 1), evoluindo de
4,5 a 34,8 UIA/g. A méxima atividade observou-se
no 2° dia (48 h) de germinag@o no hibrido CD 307
com atividade inibidora média de 24,9 UIA/g (Tabela
4). Figueira et al. (2003b) obtiveram atividade
inibidora de 11,9 UIA/mg de proteina em graos de
AG 5011 germinados. A atividade inibidora de
amilase denota o potencial do milho na defesa contra
F. verticillioides, sugerindo maior resisténcia da
plantula no periodo com maxima atividade
(KADOZAWA, 2002).

Comparado ao hibrido de milho AG 5011, o CD
307 apresentou maior atividade inibidora de amilase,
indicando comportamento mais promissor perante
mecanismo de defesa contra F. verticillioides
(Figura 1). A escolha do hibrido AG 5011 baseou-se
no estudo prévio (FIGUEIRA et al., 2003b) onde
estudando 37 hibridos de milho, a maxima atividade
inibidora (15,97 UIA/g) ocorreu neste cultivar.
Todavia, o mesmo hibrido no presente trabalho
apresentou atividade inibidora de 6,4 UIA/g (Figura
1), indicando que apesar de serem o0 mesmo genoétipo,
a diferenca nos valores de UIA indicaria varia¢do
na amostra, ja que as sementes de AG 5011
pertenceram a safras e locais diferentes.

A influéncia da germinagao de milho na produgao
de proteinas antifingica tem sido descrita por Cordero
et al. (1992), que isolaram proteinas antifungicas de
23 a24 kDa, com pico médio de atividade no terceiro
dia de germina¢do (72 h). Guo et al. (1997)
mostraram que a germina¢ao induziu o acumulo de
proteinas especificas e atividade antiftingica em milho.
Chen et al. (2001) detectaram proteinas associadas
aresisténcia a aflatoxina em milho germinado, assim
como Elliott ez al. (2003) estudaram um inibidor de
xilanase ativo sobre enzima de Aspergillus niger.

Os inibidores de protease parecem regular a
proteodlise das proteinas de reserva durante a
germinacdo e, paralelamente também apresentam
acdo inibitoria sobre proteinas de patdgenos
(XAVIER FILHO, 1992). Devido a caracteristica
bifuncional dos inibidores de protease, supde-se que
a atuagdo como compostos de defesa na planta seja
apenas conseqiiéncia de sua presenca na semente
(GUO et al., 1997).

Em paralelo ao ensaio com inibidores de amilase,
analisou-se o perfil da atividade inibidora de protease
nos hibridos AG 5011 e CD 307 submetidos as mesmas
condigdes de germinagao (Figura 2). Os resultados de
inibidores de protease variaram entre 334,6 a 2695,1
UlIP/ge492,2 a3817,6 UIP/g para os hibridos AG 5011
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e CD 307, respectivamente (Figura 2). As maximas
atividades inibidoras foram detectadas em 168 h na
camara de germinagao (Figura 2). O hibrido de milho

4500 4
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3000 A
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2000 4
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1500 -
1000 -
500 -

CD 307 apresentou atividades médias significativamente
maiores que AG 5011, fendmeno observado também

em inibidores de amilase.
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Figura 2. Atividade do inibidor de protease nos hibridos AG 5011 e CD 307 durante a germinagao conduzida em camara
de germinagdo (25°C € 90-95%UR) e em casa de vegetacao (sem controle de temperatura e umidade).

Em condi¢des de cadmara de germinagdo, o
hibrido AG 5011 apresentou variagdo na atividade
inibidora de protease de 660,8; 966,9; 911,0; 1278,0 e
1818,8 UIP/g, correspondentes aos tempos de
germinagdo 0 a 168 h (Figura 2). Entretanto, o resultado
em condigdes de casa de vegetacao diferiu, com 660,8;
721,1713; 530,4; 720,0; 566,7 e 1945,2 UIP/g,
correspondentes a 0, 24, 48, 72, 96 e 168 h (Figura 2).

O hibrido CD 307, em camara de germinagdo
mostrou atividade inibidora de protease evoluindo de
550,0; 584,3; 1546,2; 3198,4 ¢ 3293,9 UlP/g,
correspondentes a 0, 24, 48, 72, 96 ¢ 168 h (Figura
2). Todavia, sob umidade e temperatura nao
controladas (casa de vegetagdo) observou-se
resposta diferente: 550,0; 822,4; 1309,4; 1692,8;
1582,9 € 3633,9 UIP/g nos tempos de germinacgao 0,
24,48,72,96 ¢ 168 h (Figura 2).

Os inibidores de protease controlam o
fornecimento de fonte protéica, bloqueando proteinas
hidroliticas (COPELAND; Mc DONALD, 1995),

fato este demonstrado pelas curvas de atividade
inibidora de AG 5011 e CD 307, indicando tendéncia
aum aumento gradativo da inibi¢cdo do catabolismo
de proteinas (Figura 2). Comportamento semelhante
foi observado no hibrido AG 9010 (KADOZAWA,
2002). O aumento gradativo de UIP poderia atuar
simultaneamente beneficiando a plantula de milho
inibindo F. verticillioides.

A Tabela 1 apresenta a comparagdo de médias
da atividade inibidora de amilase e protease dos
hibridos AG 5011 ¢ CD 307 no processo germinativo,
porém sem considerar a germinacdo, sendo as médias
comparadas pelo Teste de Tukey. A evolugdo da
atividade inibidora de amilase e protease mostrou-se
progressiva no decorrer da germinagao (Tabela 2).
O hibrido CD 307 apresentou-se com atividades
inibidoras de amilase e de protease significativamente
superiores ao hibrido AG 5011, sendo que sob
condigdes controladas de umidade e temperatura, os
hibridos apresentaram maiores médias de atividade
(Tabela 2).
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Tabela 1. Atividades médias de inibidores de amilase e inibidores de protease entre os hibridos de milho AG 5011 e CD 307.

Hibrido Atividade inibidora de amilase média Atividade inibidora de protease média
(UIA/g) (UIP/g)
CD 307 14,8 1570,1*
AG 5011 11,4° 1114,5°

*Médias seguidas de mesma letra na mesma coluna ndo diferem significativamente entre si pelo teste de Tukey a 5%
de probabilidade. DMS =2,8

Tabela 2. Comparacao de atividades de inibidores de amilase médias entre os tempos de germinagdo em camara de
germinacgdo e em casa de vegetagdo.

Tempos de Camara de germinacio Casa de vegetacgiao

germinacio (h)

UlA/g UIP/§ UlA/g UIP/§
0 5,40 605,4% 5,44 605,4%
24 4,1% 775,69 7,9% 771,8%4
48 23,5% 1228,6%A 8,48 919,95¢dA
72 25,9% 1485,4°* 5,28 1074,8%*
96 19,4* 1700,8°* 5,28 1206,4°®
168 26,6 29439 19,7°® 2789,5

Me¢dias seguidas de mesma letra mintscula na mesma coluna ndo diferem significativamente entre si pelo teste de
Tukey a 5% de probabilidade, médias seguidas de mesma letra maiuscula na mesma linha ndo diferem significativamente
entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

DMS =10,1, DMS

DE VEGETAGAO

=6,8, DMS =422,1, DMS

coluna CAMARA DE GERMINAGCAO linha CASA

=286,3

linha CAMARA DE GERMINAGAO coluna CASA DE VEGETAGAO

Fusarium spp., que por sua vez estimularam o
aumento da atividade inibidora (VELLUTI et al.,

O fato indicou a dependéncia das condi¢des de
temperatura e umidade (25° 90-95% UR) na atividade

inibidora durante a germinag@o. As condi¢des de
temperatura e umidade em camara de germinagado
podem ter sido favoraveis ao desenvolvimento de

40 4
35 4
30
25

20 4

TEMPERATURA (°C)

2000), sendo que em casa de vegetacdo a
temperatura média atingiu 21°C (Figura 3), com
ampla variagdo entre a minima e maxima.

24 48

72 96 168

TEMPO (h)

MINIMA = = MAXIMA

Figura 3. Temperatura minima e maxima durante a germinacao do milho em casa de vegetagao.
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A resisténcia de milho contra fungos pode estar
relacionada a presenca de proteinas antifiingicas,
envolvendo partes especificas de plantula (GUO et
al., 1999). Na folha de milho ocorreu acimulo de
proteinas antiftingicas ap6s a inoculag¢ao do patdgeno
(CORDERO et al., 1992). Em plantulas de feijao, a
maior atividade dos inibidores de tripsina ocorreu nas
folhas em relagdo aos cotilédones, aumentando
conforme crescimento da plantula (WELHAM et al.,
1998). A atividade inibidora de xilanase ndo foi detectada
em coledptilo e radicula de graos germinados de trigo,
indicando possivel susceptibilidade perante A. niger
(ELLIOTT et al., 2003).

A alta atividade inibidora de amilase, localizada
no endosperma de milho germinado, pode estar
relacionada a defesa da fonte energética. Em
contrapartida, na radicula e coleoptilo, a menor
atividade dos inibidores de amilase decorreu devido
a alta atividade metabolica dos tecidos em

desenvolvimento, e maior
susceptibilidade destas se¢des da plantula. Yates et
al. (1997) observaram maior porcentagem de F.
verticillioides em tecidos radiculares que em tecidos
foliares, indicando maior susceptibilidade dos tecidos

radiculares a infecgao.

consequente

A analise das atividades inibidoras de protease
nas diferentes partes da plantula do hibrido de milho
CD 307 (192 h) detectou a atividade no coleoptilo,
endosperma ¢ radicula, com valor respectivo de
2255,9; 1652,9 e 1857,6 UIP/g, porém nao houve
diferencga significativa entre as médias. No
endosperma de plantulas do hibrido CD 307 com 192
h de germinag@o ocorreu maior atividade inibidora,
com 29,9 UIA/g. As médias da atividade inibidora
de amilase no coledptilo e radicula ndo apresentaram
diferenca significativa entre si, entretanto foram
significativamente menores que a atividade no
endosperma (Tabela 3).

Tabela 3. Atividade inibidora de amilase (UIA/g) e atividade inibidora de protease (UIP/g) em coledptilo, endosperma
e radicula de plantulas do hibrido CD 307 com 192 h de germinagdo em camara de germinagao (25°C € 90-95%UR).

Partes da plantula

Atividade inibidora

UIA/g UIP/g
Colebptilo 14,3 2255,9™
Endosperma 29,9% 1652,9™
Radicula 7,4° 1857,6™
Total 17,2 1922,2

Médias seguidas de mesma letra na mesma coluna néo diferem significativamente entre si pelo teste de Tukey a 5% de

probabilidade. DMS | =10,2, ns=ndo significativo

Resisténcia dos hibridos de milho AG 5011 e CD
307 contra S. zeamais

S. zeamais ¢ o inseto que provoca mais prejuizos
ao milho armazenado, aliado ao fato de facilitar a
proliferacdo de fungos toxigénicos. A resisténcia de
milho, baseada nos inibidores de amilase e protease,
¢ uma ferramenta bastante promissora na reducao
da infestacdo de insetos no milho e conseqiiente
reducdo de fumonisinas.

O inibidor de amilase de 29,6 kDa extraido de
milho por Blanco-Labra & Itube-Chifas (1981) atuou

sobre amilase de S. zeamais, podendo exercer papel
de resisténcia seja contra insetos ou fungos
toxigénicos, sendo que os insetos propiciam condigdes
favororaveis ao desenvolvimento fungico. Sinha &
Sinha (1992) observaram maior ocorréncia de 4.
flavus, assim como o nivel de aflatoxinas em milho
infestado.

Lara (1979) propds o aumento do numero total
de insetos nascidos (geragdo F1), a redu¢do do ciclo
bioldgico e o aumento do indice de susceptibilidade
de milho entre fatores diretamente relacionados a
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reducdo da resisténcia do hibrido ao inseto. O hibrido
CD 307 apresentou menor ciclo bioldgico médio,
indicando maior resisténcia a praga, enquanto que o
hibrido AG 5011 apresentou maior indice de
susceptibilidade, sugerindo maior resisténcia.

A Tabela 3 mostra as caracteristicas avaliadas para
resisténcia a S. zeamais e atividade inibidora contra
enzimas de F. verticillioides nos hibridos de milho AG
5011 e CD 307 (tempo zero de germinagao).

Os hibridos AG 5011 e CD 307 nao foram
significativamente diferentes para os parametros:

numero de insetos da geragdo F1, perda de peso dos
grdos de milho e peso dos insetos (Tabela 4). O hibrido
AG 5011 apresentou ciclo biolégico médio de S.
zeamais de 45,98, estatisticamente superior ao indice
obtido por CD 307, portanto mais resistente ao inseto.
O indice de susceptibilidade de milho, caracteristica
dependente dos resultados de ciclo biologico, peso
de insetos emergidos, numero de insetos emergidos
e perda de peso dos graos; indicou o hibrido AG 5011
como mais resistente ao inseto, apresentando indice
de 9,49 (Tabela 4).

Tabela 4. Caracteristicas avaliadas nos graos dos hibridos de milho AG 5011 e CD 307 ¢ em S. zeamais utilizadas como
parametros para determinacao da resisténcia dos hibridos ao inseto.

Resisténcia Contra S. zeamais

Caracteristicas Avaliadas do

Caracteristicas Avaliadas do Inseto

Atividade Inibidora Contra
Enzimas de F. verticillioides

Hibrido Milho
Numero de Ciclo Peso dos  Perda de peso Indice de Atividade Atividade
adultos bioldgico insetos dos graos susceptibi inibidora de inibidora de
nascidos  médio (CB) nascidos lidade (IS) amilase protease
(UIA/g) (UIP/g)
AG 5011 79,0° 45,9° 2,9 3,5° 9,5° 6,4° 660,8°
CD 307 85,7° 44.7° 3,0° 4.3% 9,9° 4.4° 550,0*

Médias seguidas de mesma letra na mesma coluna nao diferem significativamente entre si pelo teste de Tukey a 5% de

probabilidade. DMS _.=0,8, DMS , =0,4.

A atividade inibidora de amilase e protease de
milho apresentou-se aparentemente maior no hibrido
AG 5011 (6,4 UIA/g e 660,8 UIP/g), se comparado
ao CD 307 (4,4 UIA/g e 550,0 UIP/g) (Tabela 4),
indicando maior atividade inibidora contra enzimas
de F. verticilliodes, bem como para resisténcia
contra o inseto.

A atividade inibidora de amilase e protease
apresentadas pelo (0 h) AG 5011 de 6,4 UlA/g e
660,8 UIP/g respectivamente, foram resultados
superiores, porém nao significativa, se comparado
ao hibrido CD 307 (Tabela 4). Conseqiientemente, o
hibrido AG 5011 apresentou maior atividade inibidora
de amilase e protease que CD 307, indicando possivel
relacdo do indice de susceptibilidade do milho com
inibidores de amilase e protease.

A atividade inibidora de amilase e protease
apresentadas por AG 5011 (Tabela 1) o torna mais
adequado para armazenamento, embora o hibrido CD
307 apresente maior resisténcia ao ataque de
fitopatogenos no estagio inicial de desenvolvimento
da planta. O estudo sobre proteinas de defesa visa
contribuir no melhoramento genético, minimizando
contaminagdo fungica e conseqiiente producao de
micotoxinas.

Conclusao

A atividade inibidora de amilase e protease no
grao de milho apresentou-se maior no hibrido AG
5011, quando comparado ao hibrido CD 307.
Entretanto, o processo germinativo inverteu o perfil,
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com o hibrido CD 307 apresentando maior atividade
inibidora contra amilase e protease de F.
verticillioides.. Neste contexto, infere-se que as
caracteristicas de AG 5011 o tornam mais adequado
para armazenamento, embora no estagio inicial de
desenvolvimento da planta, o hibrido CD 307
apresente maior resisténcia ao ataque de
fitopatogenos. As atividades inibidoras de amilase e
protease constituem mecanismo natural de defesa
da planta, cujo estudo aliado a resisténcia simultanea
contra F. verticilliodes e insetos predadores
confeririam caracteristicas promissoras ao
melhoramento genético de milho visando minimizagao
da contaminagao fungica e produg¢ao de micotoxinas.
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