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v
RESUMO

A cultura do grao-de-bico ¢ a segunda leguminosa mais consumida no mundo, sendo
importante na alimenta¢dao de populagdes carentes no quesito obteng¢do de proteina. No Brasil
sua producdo ¢ incipiente, sendo necessario importar grande totalidade do grao que ¢
consumido. Sitophilus oryzae (Coleoptera: Curculionidae) e uma praga de ocorréncia mundial
e graos armazenados de cereais, porém com potencial de. Causar danos e perdas ao grao de
bico armazenado. O objetivo deste trabalho foi avaliar a resisténcia de genotipos de grao de
bico a Sitophilus oryzae (Coleoptera: Curculionidae). Os experimentos forma realizados em
laboratdrio e utilizaram os gendtipos: Desi 1605, Desi 10209, Desi 10108, Desi 1606, Desi
10159, BRS Toro, BRS Aleppo, BRS Kalifa, BRS Cicero e BRS Cristalino, provenientes do
Programa de Melhoramento de Hortalica Leguminosas da Embrapa Hortaligas. A resisténcia
dos gendtipos de grao de bico foi avaliada aos 30, 60, 90 e 120 dias apds a infestacdo da
praga, determinando os parametros: numero de insetos vivos € mortos, consumo €
porcentagem de graos danificados pela praga em cada genotipo. O genotipo Desi 10209
mostrou resisténcia ao Sitophillus oryzae. Sitophillus oryzae tem potencial de causar danos
significativos em graos armazenados de grao de bico. O cultivar de grao de bico BRS Cicero
mostrou suscetibilidade e os demais cultivares resisténcia moderada a Sitophilus oryzae.

Palavras-chave: Cicer arietinum, Caruncho, Antibiose, Antixenose.

ABSTRACT

Chickpeas are the second most consumed legume in the world and are important for feeding
underserved populations due to their protein content. In Brazil, their production is incipient,
requiring the import of a large portion of the grain consumed. Sitophilus oryzae (Coleoptera:
Curculionidae) is a worldwide pest of stored cereal grains, but it has the potential to cause
damage and losses to stored chickpeas. The objective of this study was to evaluate the
resistance of chickpea genotypes to Sitophilus oryzae (Coleoptera: Curculionidae). The
experiments were conducted in the laboratory and used the following genotypes: Desi 1605,
Desi 10209, Desi 10108, Desi 1606, Desi 10159, BRS Toro, BRS Aleppo, BRS Kalifa, BRS
Cicero, and BRS Cristalino, from the Vegetable and Legume Breeding Program of Embrapa
Hortalicas. The resistance of the chickpea genotypes was evaluated at 30, 60, 90, and 120
days after pest infestation, determining the following parameters: number of live and dead
insects, consumption, and percentage of grains damaged by the pest in each genotype. The
genotype Desi 10209 showed resistance to Sitophillus oryzae . Sitophillus oryzae has the
potential to cause significant damage to stored chickpea grains. The chickpea cultivar BRS
Cicero showed susceptibility and the other cultivars moderate resistance to Sitophilus oryzae.

Keywords: Cicer arietinum, Rice weevil, Antibiosis, Antixenosis.



1 INTRODUCAO

O grao-de-bico e cultivado em mais de 56 paises e a maior parte de seu plantio e
consumo encontram se em paises em desenvolvimento, como no subcontinente Indiano, Oeste
da Asia, Norte e Leste da Africa, Sudoeste Europeu ¢ América Central (NASCIMENTO et
al.,2016; FAOSTAT, 2018).

A crescente demanda de consumo da leguminosa tem estimulado o cultivo em regides
ndo tradicionalmente produtoras, tal como no cerrado brasileiro (RODRIGUES; CIPRIANO,
2017). Em conjunto a isso, o grao de bico configura-se como uma promissora alternativa de
produgdo para a diversificacdo dos sistemas de plantio em vérias regides do pais (ASMUS e
ARAUIJO, 2023). Sua relevancia a afinidade entre alimentagdo e qualidade de vida, nos
ultimos anos, a industria de alimentos tem corroborado grande interesse por matérias primas
enriquecidas, especialmente de vitaminas, fibras e minerais, os quais sdo fundamentais para a,
manutencdo do organismo e benéficos a saude do consumidor. (JAIME et al., 2015;
FERREIRA et al.; 2018). Frente a isso varios estudos tém sido realizados como analises de
metabolitos primarios e secundarios.

Diversos fatores podem influenciar na produgdo de grao-de-bico. Dentre as pragas que
danificam os graos de bico estdo os insetos do género Sitophillus classificados como as pragas
mais destrutivas no pds colheita. No Brasil, o género Sitophillus (coleoptera: Curculionidae)
comumente se destaca entre os insetos de maior incidéncia nos graos armazenados, sendo
classificados como pragas primdrias internas, que encerram seu ciclo de vida no interior de
apenas um grao (MILANI, 2021). O género Sitophilus compreende algumas das pragas mais
destrutivas de cereais acondicionados (DEVI et al., 2017).

A espécie Sitophilus oryzae L. (Coleoptera: Curculionidae) causa danos qualitativos e
quantitativos em pulses, devido ao seu elevado potencial bidtico, possuir multiplos
hospedeiros e propiciar infestacdo cruzada (ADAK et al., 2020; BEGER et al., 2023). O
adulto de S. oryzae apresenta quatro manchas castanho-alaranjada, nos ¢€litros, uma armadura
bucal trituradora na extremidade do rostro, um par de antenas clavadas e cerca de 3 mm de
comprimento, podendo eventualmente voar (SOUSA.; et al 2022).

Dentre os métodos de controle, a resisténcia de plantas a insetos é promissora. As
plantas podem apresentar trés tipos de resisténcia: nao preferéncia — que € resultado do efeito
adverso da planta sobre o comportamento do inseto, influenciando os métodos de
alimentacdo, oviposi¢do e abrigo; antibiose — que ¢ a consequéncia negativa sobre a biologia
do inseto, resultando em redu¢do de caracteristicas como vigor, crescimento reprodugdo e

sobrevivéncia, isolada ou conjuntamente; e tolerancia - quando a planta apresenta aptiddo para
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crescer e produzir sem perdas significativas, apesar de atacada por uma populacao de insetos
aproximadamente igual a que prejudica a produgdo de plantas suscetiveis. Para transferéncia
ao termo de ndo preferéncia, propuseram a designagdo antixenose, considerando tanto a
influéncia de metabdlitos secundarios das plantas que operam nas respostas dos insetos na
selecdao dos hospedeiros como as defesas morfoldgicas (VIEIRA et al., 2017).

Outros métodos utilizados no controle dos insetos pragas de graos armazenados, cita-
se: o resfriamento artificial, o controle da umidade e da temperatura, como métodos fisicos.
No Brasil, o principal método empregado ¢ o quimico, por meio de inseticidas protetores ou
pela fumigacdo. A fumigacdo ¢ feita em geral, com uso de fosfina (gas toxico para
armazenamento) e tem como uso de modo curativo, que tem como fundamental objetivo
controlar as pragas nos silos de armazenagem e, por conseguinte, evita a redu¢do do peso dos
graos. Dentre as metodologias de controle, pode-se citar o manejo integrado de pragas de
graos armazenados (LORINI ef al., 2015).

Medidas preventivas sdo importantes para realizar o controle de pragas no armazém,
além de mais baratas sao de facil efetivacdo. Essas medidas englobam a limpeza adequada das
instalagdes antes de receber o produto, eliminagdao dos residuos originados na unidade para
impedir a proliferacdo de insetos e fungos e em seguida deve ser feita a higienizagdo por
nebulizacdo e/ou pulverizagdo de inseticidas. Estes mesmos autores ressalvam que os métodos
fisicos de controle como: temperatura, umidade, atmosfera controlada, uso de pos inertes na
dessecagao (inseticida natural), remogao fisica, radiacao e luz, sao medidas eficazes para o
controle de pragas (Lorini et al., 2015).

O objetivo deste estudo foi avaliar os danos de Sitophilus oryzae (Coleoptera:

Curculionidae) em gendtipos de grao de bico dos tipos Desi e Kabuli.



2 MATERIAL E METODOS

2.1 Local dos experimentos

Os experimentos foram realizados no Laboratério de Manejo Integrado de Pragas, do
Instituto Federal Goiano, Campus de Urutai, para determinar os tipos e graus de resisténcia
em gendtipos de grao de bico. A composicao nutricional dos genotipos de grao de bico foi
quantificada no Laboratério de Nutricdo e a caracterizagdo dos metabdlitos secundarios em
cada genotipo, no Laboratério de Quimica Organica do Instituto Federal Goiano Campus
Urutai.

Os genotipos de grao de bico: Desi 1605, Desi 10209, Desi 10108, Desi 1606, Desi
10159, Toro, Aleppo, Kalifa, Cicero e Cristalino, foram provenientes do Programa de

Melhoramento de Hortalica Leguminosas da Embrapa Hortaligas.

2.2 Criacgoes de Sitophilus oryzae

Insetos de S. oryzae foram criados em potes de vidro com capacidade de dois litros
com a parte superior coberto com tecido do tipo Organdy (voile). Os potes continham graos
de milho da variedade comercial AG 1051 que foram mantidas em ambiente controlado (25 +
2°C, fotoperiodo de 12:12 h L: D, e 70% UR). Periodicamente os graos e insetos foram

removidos e retornados em outro pote com graos da mesma variedade comercial.

2.3 Resisténcia de variedades de grao de bico a Sitophilus oryzae

O experimento foi instalado em recipientes de plastico com capacidade de 200 mL,
onde cada recipiente recebeu 40 g de graos de bico de cada genoétipo e infestados com dez
insetos adultos, recém emergidos e colocados em sala em ambiente controlado (25 + 2°C, 70+
10% de U.R e fotofase de 12 horas).

A resisténcia dos gendtipos de grao de bico foi avaliada aos 30, 60, 90 e 120 dias apds
a infestagdo da praga. Aos 30 dias ap6s a infestacdo, o conteudo do frasco foi colocado em
peneira com malha de 0,59 mm e determinando os seguintes parametros: numero de insetos
vivos e mortos, consumo e porcentagem de graos danificados pela praga em cada genotipo. O
consumo de graos foi determinado pela equagdo: 40 g (peso inicial do grao) — g de grao

restante = peso do grdo consumido aos 30 dias. Os mesmos procedimentos foram realizados
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aos 60, 90 e 120 dias apos a infestacdo da praga. O delineamento experimental foi

inteiramente casualizado com dez tratamentos (genotipos) € quatro repeticdes.

2.4 Composicio proximal

No ensaio de determinacdo da umidade relativa, foi empregado o método
gravimétrico. Para isso, a amostra foi aquecida a 105°C, em estufa de conveccdo, até
consolidar o peso, seis horas. Determinou-se a quantidade de cinzas através da calcinacdo das
amostras em mufla a 550°C por cinco horas (Association Of Official Analytical Chemistry,
2010). Os valores protéicos foram formados a partir de correlagdo de nitrogénio totais
presente na amostra e fator da conversdo apropriado para amostras vegetais (6,25), segundo
metodologia descrita pela Association of Analytical Chemistry (2010), de acordo com o
método Kjeldah. A determinacdo de fibra bruta total deu-se conforme metodologia descrita
por SILVA, D. J.; QUEIROZ, A.C. (2009). Para definir o valor médio do extrato etéreo,
utilizou-se como solvente a mistura do cloroférmio, metanol e agua (1:2: 0,8) (BLIGH, E. G.;
DYER, W. J., 1959). A quantidade relativa de carboidratos foi acurada por diferenga e o valor
energético total (VET) foi inferido a partir da conversao de Atwater, que institui valores de 4

kcal/g para carboidratos, 4 kcal/g para carboidratos e 9 kcal/g para lipideos.

2.5 Avaliacao fitoquimica

Os experimentos foram instalados no Laboratorio de Quimica Organica do Instituto
Federal Goiano Campus Urutai. Graos de cada genotipo foram triturados e acondicionados a
um frasco de erlenmeyer de 1000 mL, juntamente com etanol 95% (P.A., Neon, Sao Paulo,
Brasil), na propor¢ao del: 5 (m/v). Esta mistura foi agitada por 7 dias, filtrada e evaporada em
evaporador rotativo (modelo Fisatom, Sao Paulo, Brasil) até a secura. Os extratos foram
mantidos a temperatura ambiente, sob vacuo em dessecador até formar o extrato seco. Para a
analise dos metabdlitos secundarios presentes na matéria seca, foi utilizada a dinamica de
metodologias descrita Matos (1988), conforme reportado a seguir. Todos os testes foram
realizados em triplicatas, sendo a presenca de metabdlitos de cada classe de compostos
classificada como (+) reagente e (-) ndo reagente (LEITE et al., 2024).

Purinas - Em tubo de ensaio acrescentou-se 2 mL do extrato etan6lico com 3 gotas de
solucao aquosa de acido cloridrico 6 mol. L -1 (Neon, Suzano-SP, Brasil) e duas gotas de
solugdo aquosa de peroxido de hidrogénio 30%. Evaporou-se a solu¢do em banho-maria a 90

+ 1,0°C. Nesta fase ocorreu a formagdao de um residuo de coloracdo vermelha. Em seguida,
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adicionou-se 3 gotas de uma solu¢do aquosa de hidroxido de amonio 6 mol. L (Vetec, Duque
de Caxias-RJ, Brasil) e homogeneizou-se por 30 segundos. A tonalidade violeta indica
resultado positivo para compostos purinicos.

Acidos orginicos - Dissolveu-se 3 mL do extrato em 5 mL de agua destilada. Em
seguida, filtrou-se a amostra com gaze e 2 mL do sobrenadante foi acrescentado em um tubo
de ensaio, acrescido de 500 pL do reativo de Pascova, solucdo A (dissolveu em 100 mL de
etanol (Neon; Suzano-SP, Brasil) 0,075 g de verde de bromocresol (Neon, Suzano-SP, Brasil)
e 0,25 g de azul de bromofenol (Isofar, Duque de Caxias-RJ, Brasil), e solu¢ao B (dissolveu
em 100 mL de 4gua, 0,26 g de permanganato de potassio (Merck, Rio de Janeiro-RJ, Brasil) e
0,25 g de carbonado de soédio decahidratado (Sigma-Aldrich, Sao Paulo-SP, Brasil).
Misturou-se 9 partes de A para 1 parte de B somente no momento de usar. A descoloragao do
reativo ¢ indicativa da presenca positiva de dcidos organicos na amostra.

Cumarinas - Em tubo de ensaio, foi depositado 3 mL do extrato. A seguir, tampou-se
o tubo com papel filtro com gramatura 80 g/m* € com 5 cm de didmetro, € impregnou-se o
mesmo com 3 mL de uma solugio aquosa de hidréxido de sédio 10% (m/v) (Exodo
Cientifica; Sumaré-SP, Brasil). Em seguida, aqueceu-se o tubo em banho-maria a 100 + 1,0°C
por 10 minutos. Apoés esfriar a temperatura ambiente de 25 + 1,0°C, o papel foi analisado sob
luz ultravioleta nos comprimentos de ondas (254 e 365 nm). O efeito positivo é observado
pela fluorescéncia nas cores amarela ou verde.

Polissacarideos - Dissolveu-se 25 mg do extrato seco em 5 mL de agua destilada.
Ap0s isso, filtrou-se a solucdo e adicionou-se 2 gotas de Lugol (Farmax, Divindpolis-MG,
Brasil). O aparecimento da cor azul indica resultado positivo. 10 g de iodeto de potéssio
(Vetec, Duque de Caxias-RJ, Brasil) com 5 de iodo (Impex, Novo Hamburgo-RS, Brasil)
foram triturados, e acrescenta-se pequenas quantidades de agua, em seguida, transportou a
solugdo para baldo volumétrico de 100 mL, completando o volume com agua.

Acucares redutores - Dissolveu-se 25 mg do extrato seco em 5 mL de dgua destilada.
A solugdo foi filtrada em um tubo de ensaio, e a este foi acrescentado 2 mL do reativo de
Fehling A e 2 mL do reativo Fehling B. Logo apds, aqueceu-se a solugao em banho-maria em
ebuli¢do durante 5 min. O principio de um precipitado vermelho-tijolo, sugere presenga de
acucares redutores. Para a preparacdo do Fehling A, 3,46 g de sulfato de cobre penta
hidratado (Neon, Suzano-SP, Brasil) foi dissolvido em 4gua. Em seguida, transportou-se para
um baldo volumétrico de 100 mL, completando o volume com agua. Para a preparacao do
Fehling B, 1,73 g de tartarato duplo de potéassio e sddio (Dinamica Quimica, Indaiatuba-SP,
Brasil) foi dissolvido em hidroxido de sédio (Exodo Cientifica; Sumaré-SP, Brasil). Apos

isso, finalizou- se o volume para 100 mL, deixando em repouso por 24 horas.
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Fenois e taninos pirogalicos ou catequitos - Misturou-se 25 mg do extrato seco em 5
mL de dgua destilada. Apds isso, a solugdo foi filtrada e a esta acrescentou-se 2 gotas de
solugdo alcodlica de FeCls a 1% (m/v) (Dinamica Quimica, Indaiatuba-SP, Brasil). Qualquer
alteragdo na coloracdo ou formacdo de precipitado ¢ indica reacdo positiva, quando
confrontado com o este em branco (dgua destilada + Fecl3). A tonalidade inicial entre azul e
vermelho, ¢ indicativo da presenga de fenois. Precipitado azul escuro com tonalidade azulada
indica presenca de taninos pirogalicos (taninos hidrossoluveis) e de tonalidade esverdeada
presenca de taninos catéquitos.

Antraquinonas - Misturou-se 25 mg do extrato seco em 5 mL de tolueno (Dindmica
Quimica, Indaiatuba-SP, Brasil). A solugdo filtrada com gaze e adicionou 2 mL de solugao de
NH4OH 10% (m/v) (Vetec, Duque de Caxias RJ,Brasil). Logo apds a isso, agitou-se a solucao
suavemente. O aparecimento da colorag¢do rosea, vermelha ou violeta na fase aquosa, sugere
reacao positiva a antraquinonas.

Esterdides - Foi dissolvido 25 mg do extrato seco em 10 mL de cloroféormio
(Dinamica Quimica, Indaiatuba-SP, Brasil). A solucdo foi filtrada em carvao ativado, e este
filtrado foi transferido para tubo de ensaio, e adicionou-se 1 mL de anidrido acético glacial
(Dinadmica Quimica, Indaiatuba-SP, Brasil). Em seguida, a solucdo foi agitada suavemente.
Logo apos, acrescentou-se 3 gotas de HoSO4 P.A (Neon, Suzano-SP, Brasil) seguido de nova
agitacdo. O rapido aparecimento de cores que vao do azul evanescente ao verde constante
indica implicagdo positiva para esteroides.

Saponinas espumidicas - Dissolveu-se o extrato em metanol e dgua destilada com
agitagdo continuada, formando-se duas fragdes (soluvel e nao soluvel). Removida toda a parte
soluvel com uma pipeta de Pasteur, empregou-se a ndo soluvel, que mais uma vez adicionou
agua para retirar toda substancia aquosa, apos esse método, esta solugdo foi transferida para
um tubo de ensaio e agitou-a para analisar formacdo de espuma persistente, indicativo de
saponinas.

Alcaldides - Em 5 mL de solugdo de HCl a 5% (v/v) (Neon, Suzano-SP, Brasil)
misturou-se 25 mg de extrato seco. Filtrou-se a solugdo e esta foi apartada em duas porgdes de
I mL em tubos de ensaio. A estes tubos foi adicionado 5 gotas dos reativos: a. Reativo de
Dragendorff: precipitado vermelho-tijolo resultado positivo; b. Reativo de Mayer: precipitado
branco leva a um resultado positivo. Para a preparacao do reativo de Dragendorff, misturou-se
5 g de carbonato de bismuto (Vetec, Duque de Caxias-RJ, Brasil) em 50 mL de agua,
adicionando cuidadosamente 12 mL de 4cido cloridrico P.A (Neon, Suzano-SP, Brasil). Em
acrescentou gradativamente 25 g de iodeto de potéssio (Vetec, Duque de Caxias-RJ, Brasil). e

avolumou-se para 100 mL com agua. Para a preparagdao do reagente de Mayer, misturou-se
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1,35 g de cloreto de mercurio (LabSynth, Diadema - SP, Brasil) com 60 mL de 4gua destilada.
Em um segundo frasco, dissolveu-se 5 g de iodeto de potassio (Vetec; Duque de Caxias-RJ,
Brasil) em 20 mL de 4gua. Ap6s misturar essas solugdes, avoluma-se para 100 ml de dgua.
Flavonoides - Umedeceram-se diversas areas de um papel de filtro com o extrato. Em
seguida, deposito-se sobre uma das manchas 1 gota de solugdo etandlica de cloreto de
aluminio 5% (m/v) (Vetec; Duque de Caxias-RJ, Brasil). Ao observar-se a mancha em luz

ultravioleta (365 nm), qualquer mudanga de coloracdo ¢ indicativa de flavonoides.

2.6 Analise estatistica

Os dados foram submetidos a analise de variancia e as médias comparadas pelo teste
de Scott Knott a 5% de probabilidade utilizando o software estatistico R (R Development
Core Team, 2017) calculada a distancia euclidiana como medida de dissimilaridade para
identificar os grupos quanto ao grau de resisténcia dos genotipos de grao de bico ao S. oryzae.
Também, foi realizada a Analise Discriminante Candnica — CVA para estudar a relagdao de
distancia entre os gendtipos, bem como sua relacdo com as varidveis de resisténcia (R
Development Core Team, 2017) para determinar qual variavel influenciou no grau de
resisténcia entre os genotipos de grao de bico ao S. oryzae (R Development Core Team,

2017).



3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os genotipos de grao de bico apresentaram diferenca significativa (P < 0.0005, df =
09) para o NIV e PGD aos 30 dias ¢ NIV, CON e PGD aos 60 dias de armazenamento
(Tabela 1). Aos 30 dias, verificou-se diferenca significativa, o NIV com o maior nimero de
insetos de S. oryzae foram observados nos gendtipos: BRS Cristalino, BRS Cicero, BRS
Toro, BRS Aleppo e BRS Kalifa. Os demais genétipos de grao de bico apresentaram os
menores numeros de insetos vivos. Da mesma maneira, os genotipos BRS Cristalino, BRS
Cicero, BRS Toro, BRS Aleppo e BRS Kalifa, Desi 10108 e Desi 10159 apresentaram os

maiores valores da PGD.

Tabela 1. Numero médio de insetos vivos — NIV, consumo — CON e porcentagem de graos
danificados — PGD em genotipos de grao de bico apos infestagdo de Sitophilus Oryzae

(Coleoptera: Curculionidae).

Dias ap6s infestagdo

Genotipos Trinta Sessenta

NIV CON PGD NIV CON PGD
Desi 10108 2,75+1,0b 40,2+0.1 3,1+0,6a 32+ 1,4b  6,0+0,8b 3,3+0,8a
Desi 10159 3,00£0,4b 40,3+0,6 1,9+0,3a 22+ 0,5b  5,7¢1,1b 4,2+0,4a
Desi 10209 1,75€1,4b  40,3+0,3 0,6 +0,6b 22+ 1,4b  2,240,2¢ 0,5+0,5b
Desi 1605 2,50+0,6b 40,4+0,1 1,5+0,1b 1,7+ 0,8b 1,5+0,5¢ 1,1+0,4b
Desi 1606 1,75+0,8b  40,4+0,1 1,3+0,1b 2,5+ 1,3b 1,2+0,6¢ 1,7+0,1b
BRS Aleppo 5,00£0,4a 40,3£0,7 2,6+0,3a 2,7£0,8b  39,1+0,6a 2,17+0,7b
BRS Cicero 6,25+0,6a 40,4£0,9 2,3+0,2a 11.540,7a  38,7+0,1a  5,72+1,8a
BRS Cristalino 6,50+0,4a 40,2+£0,5 2,2+0,la 3,7£0,6b  39,1+0,2a  1,43+0,4b
BRS Kalifa 5,00£0,5a 40,3+0,5 3,0+0,2a 4,7£22b  39,1+0,9a 2,11+0,2b
BRS Toro 6,25+0,8a  40,3+£0,1 2,6+0,2a 4,0£0,6b 39,1+0,9a  2,55+1,0b
F trat 6.01 0.93 592 5.97 12.41 3.92
P valor <0.0005 0.5106  <0.0005 <0.0005 <0.0005 0.0022

| IR . o . .
Médias seguidas de mesma letra nas colunas ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey a 5% de

probabilidade.

Aos 60 dias apods a infestacdo, o genodtipo BRS Cicero proporcionou o maior NIV em

comparac¢ao aos demais. Insetos de S. oryzae alimentaram mais nos genotipos BRS Cristalino,
BRS Cicero, BRS Toro, BRS Aleppo ¢ BRS Kalifa ¢ a maior PGD foi nos genotipos BRS
Cicero, Desi 10108 e Desi 10159.

Os genotipos de grao de bico também apresentaram diferenga significativa (P <0.0005,
df = 09) para o NIV, CON e PGD aos 90 dias e NIV, CON e PGD aos cento e vinte dias de

armazenamento (Tabela 2). Aos 90 dias, o genotipo BRS Cicero e Desi 10108 produziram os
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maiores NIV. Os gendtipos Desi 10209, Desi 1606, Desi 10159, BRS Aleppo ¢ BRS Toro os
menores NIV. Também, neste periodo de armazenamento, insetos de S. oryzae alimentaram-
se mais em BRS Cicero em comparacdo aos demais genotipos de grao de bico. Por sua vez

graos de BRS Cicero apresentaram os maiores danos - PGD em comparagdo aos demais

Tabela 2. Numero médio de insetos vivos — NIV, consumo — CON e porcentagem de
graos danificados — PGD em gendtipos de grao de bico apos infestacao de Sitophilus Oryzae

(Coleoptera: Curculionidae).

Dias ap6s infestagdo

Gendtipos Noventa Cento e vinte
NIV CON PGD NIV CON PGD

Desi 10108 15,0+4,1a  38,6+0,1a 4,1+ 0,6b 24,0+ 7,70 39,1£0,3b  16,1+1,9b
Desi 10159 6,50+1,5¢  38,8+0,2a  4,6+0,4b 8,5+ 2,2¢ 39,7+0,6b 8,6+0,9¢
Desi 10209 1,50+1,1c  38,9+0,9a 0,9+ 0,5¢c 22+24c  399+0,8b  2,6+1,3c
Desi 1605 14,5£0,6b  38,7+0,7a  2,6+0,1c 4,7£12c  41,5+1,2a  5,3+0,5¢
Desi 1606 425+0,9¢c 38,8+0,3a  2,4+0,7c 5,2+ 0.6¢ 39,7+0,5b 5,1+0,9¢
BRS Aleppo 9,00+2,5¢  38+.40,9a  3,9+0,9b 39,0+ 6,1b 39+0,1b 24,2+0,5b
BRS Cicero 34.0+1,4a 37.6+£0,1b  18.8+0,5a 136,2+6a 34.140,1c ~ 98,5+4,0a
BRS Cristalino  12,5£29b  38.5+0,1a  5,7+0,9b 44,0+ 24b 38+0,3b  24,2+3,7b
BRS Kalifa 14,7£2,1b  38.5+0,1a  7,9+1,7b 43,0+ 8,7b 38+0,3b 22,9+5,8b
BRS Toro 7,50+1,6c  38.6+£0,1a  3,5+0,9b 26,0+ 4,1b 39+0,1b 13,5+1,5¢c
F trat 18.65 15.74 35.01 18.60 18.68 106.97
P valor <0.0005 <0.0005 <0.0005 <0.0005 <0.0005 <0.0005

1
M¢édias seguidas de mesma letra nas colunas ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade.

Aos 120 dias apo6s a infestacdo, BRS Cicero proporcionou o maior NIV em
comparagdo aos demais. Insetos de S. oryzae também alimentaram-se mais neste genotipo,
que também apresentou a maior PGD. Ao longo dos periodos de armazenamento, o genotipo
BRS Cicero proporcionou o maior NIV, o maior COM e PGD. Ja os genoétipos de grao de
bico Desi 10209, Desi 1606, Desi 1606 € Desi 10159 os menores valores.

A composi¢do proximal (P < 0.0005, df = 09) variaram entre os gen6tipos de grao de
bico (Tabela 3). Os maiores teores de proteina foram verificados em BRS Cicero e Desi 1605
e os menores em BRS Cristalino e Desi 10209. Os maiores teores de lipideos foram
observados em BRS Cristalino, Desi 1606 € Desi 10108 e os menores em Desi 10159. Para o
teor de fibra, Desi10209 e Desi 1605 apresentaram os maiores valores em comparagdo aos
demais. Desi 10209 e Desi 10159 apresentaram a maior fracdo mineral em comparagao aos

demais genotipos de grao de bico e a maior acidez foi observada nos gendtipos Desi 1605,
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BRS Aleppo, BRS Toroe Desi 10159.
Tabela 3. Teores de proteina, gordura, fibras, mineral e acidez - Numero médio de insetos
vivos — NIV, consumo — CON e porcentagem de graos danificados — PGD em genotipos de

grao de bico apds infestacao de Sitophilus zeamays (Coleoptera: Curculionidae).

Genotipos Proteina Lipideos Fibra Mineral Acidez
Desi 10108 14,1+£0,2d 6,05+0,3a  6,01+0,1b 3,40+0,1b 1,14+0,03b
Desi 10159 15,6+1,1c 3,84+£0,1d  6,17+0,1b 3,61+£0,1a 1,21£0,02a
Desi 10209 14,5+1,1d 493+0,5¢  7,74+0,1a 3,82+0,1a 1,16+0,02b
Desi 1605 18,9+0,3a 4,9240,5¢  7,43+0,2a 3,09+0,1c 1,23+0,07a
Desi 1606 15,7+0,2¢ 6,44+0,2a  6,36+0,2b 3,40+0,1b 1,10+£0,01b
BRS Aleppo 16,4+0,2¢ 5,34£0,1b  2,57+0,1c 3,06+0,1c¢ 1,22+0,02a
BRS Cicero 19,3+0,2a 4,61+0,2c  2,79+0,1c 3,09+0,1c 1,14+0,03b
BRS Cristalino 14,1+0,1d 6,36x0,4a  2,9540,1c 3,33+0,1b 1,13+£0,02b
BRS Kalifa 15,5+0,3¢c 4,93+0,5¢  2,83+0,1c 3,24+0,1c 1,15+0,01b
BRS Toro 17,4+0,6b 5,42+0,1b  2,63+0,1c 3,40+0,1b 1,22+0,02a
F trat 14,76 8,99 82,32 8,17 2,13

P valor <0,0005 <0,0005 <0,0005 <0,0005 0,0514

1

Meédias seguidas de mesma letra nas colunas ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade.

A UPGMA (Euclidian distance) mostrou que os gendtipos de grao de bico
influenciaram nos parametros bioldgicos e reprodutivos de S. oryzae (Figural). Os gen6tipos
de grao-de-bico foram agrupados em quatro niveis diferentes de resisténcia: no grupo I
altamente suscetivel (BRS Cicero), no grupo II suscetiveis (BRS Cristalino, BRS Kalifa, Desi
10108 e Desi 1606), no grupo III os genoétipos moderadamente resistentes (BRS Aleppo e
BRS Toro e no grupo IV os gendtipos resistentes (Desi 1605, Desi 10159 e Desi 10209).

Para confirmar os niveis de resisténcia dos genoétipos de grao-de-bico a S. zeamays, €
os parametros que influenciaram em cada gendtipo, foram realizados anélises de componente,
principal (Figura 2). O primeiro componente principal (CP1) explicou 74,7% da variabilidade
enquanto o segundo componente principal (CP2) concentrou 14,5 da variabilidade. Entdo: o
genotipo suscetivel BRS Cicero aparece isolado e os parametros NIV e PGD foram os que
mais influenciaram neste genotipo. Os genotipos resistentes Desi 10209 e Desi 10159 foram

influenciados pelos parametros MDG e fra¢cao mineral.



11

~
1

n
1

Euclidean distance

Desi 10159

“

]
]
Desi 10209 4|

BRES Cicero
BRS Kalifa
Desi 10108
Desi 1606
BRS Aleppo
BRS Toro
Desi 1603

BRS Cristalino

Figura 1. Dendrograma baseado em variaveis biologicas e reprodutiva de Sitophilus oryzae (Coleoptera:
Curculionidae) em diferentes genotipos de grao de bico. Urutai, Goias, Brasil.
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Figura 2. Distribuicdo dos gendtipos de grao-de-bico segundo analise dos componentes principais dos
parametros obtidos de Sitophilus oryzae (Coleoptera: Curculionidae) em diferentes genotipos de grao-de-bico.
Urutai, Goias, Brasil.

Na tabela 4 estdao apresentados os resultados de prospeccao fitoquimica dos extratos
etandlicos dos gendtipos de grao do grao-de-bico. No geral, todos os genotipos apresentaram
resultados positivos para cumarinas e saponinas, € bem como apresentam como linha geral a
auséncia de fendis, taninos, antraquinonas, alcaloides e flavonoides. De acordo com Brum e
colaboradores (2011), a auséncia representada pelo resultado negativo na prospec¢do nao
implica em total inobservancia de tais classes de compostos, entretanto define que ndo foi
possivel atingir o limite de deteccdo nos testes qualitativos desenvolvidos (BRUM et al.,
2011).

As cumarinas apresentaram resultados positivos para todos os gendtipos avaliados de

C. arietinum). Cumarinas por serem metabodlitos secundarios, resguardam as plantas de
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infec¢des, agindo como antioxidantes, inibidores de enzimas e substancias toxicas (LONCAR
et al., 2020; GONCALVES et al., 2020). Apesar de ser encontrado em todos os genotipos
aqui testados, ndo foi ensaiado em trabalhos na literatura. No estudo para 4cidos orgéanicos foi
possivel notar sua presenga nos gendtipos BRS Kalifa, Desi 1606, Desi 10108, BRS Aleppo e
Desi 10159. Estudos presentes na literatura reportam a presenca de acidos organicos em graos
de C. arietinum, tais como acidos oxalico, malico, e citrico, sendo presentes nos graos crus.
Segundo os autores, as concentracdes destes metabolitos diminuem com o cozimento ou
imersdo em agua dos graos, provavelmente por processos oxidativos (SARMENTO et al.,
2014). Seguindo esta logica, os gendtipos que nao apresentam acidos organicos podem, a
principio, ter sofrido processos oxidativos, o que gera quantidades abaixo do limite de

deteccdo experimental.

Tabela 4. Perfil fitoquimico dos principais metabodlitos secundarios em extratos etanolico de

genotipos de grao-de-bico.

Genotipos

Sﬁ;gz & Desi BRS O%> BRS  Desi Desi BRS Desi Desi

10209 Toro lino Kalifa 1606 Cicero 10108 Aleppo 1605 10159
Acidos - - - + + - + + - +
Cumarinas ++ + + + + + +++ + + +
Polissacarideos  + - + - - + - - + +
Acucares ++ + - - + - + + +—+ +
Fenois - - - - - - - - - -
Taninos - - - - - - - - - -
Antraquinonas - - - - - - - - - -
Esteroides + + + + + + ++ - - -
Triterpenos - - - - + + +
Saponinas + ++ + + + + + + + +
Alcaloides - - - - - - - - - -
Flavonoides - - - - - - - - - -
Purinas + - - - - - + - - -

(+) = Reagente; (-) = Nao reagente. A intensidade da reagdo ¢ representada por (+), (++) e (+++), sendo que (++
+) representa visivel e indubitdvel sensibilidade ao teste. Todos os experimentos acima foram feitos em
triplicatas.

Nos experimentos indicativos para polissacarideos foi observado sua presenga em
Desi, 10209, BRS Cristalino, BRS Cicero, Desi 1605 e Desi 10159. De acordo com Schirato
et al. (2006), os compostos polissacarideos estdo sendo empregados para tratamento
complementar na fase inflamatoria, durante o procedimento de lesdes cutdneas e também

como antisséptico (JAYPRAKASAM et al., 2007). Ye e colaboradores (2016) estudaram



13

caracteristicas relacionadas a extragdo, presenca e caracteristicas quimicas dos polissacarideos
presentes nos extratos etanolico de grao-de-bico.

Os autores indicam a partir de andlises de espectroscopia de infravermelho por
transformada de Fourier (FT-IR) que os polissacarideos presentes em C. arietinum sao
biomoléculas de alto peso molecular, provavelmente provenientes de paredes celulares. Os
autores ainda indicam que estes polissacarideos apresentam diversos grupos carbonila, bem
como presenca de anéis pirano, bem como derivagdes de acido galatico e ligacdes b-
glicosidicas (YE et al., 2016). Tais observacdes nos levam a propor que a auséncia de
polissacarideos em cinco genotipos pode indicar transformagdo na parede celular destes,
diminuindo a quantidade desta biomolécula na estrutura.

A classe de compostos aglicares redutores demonstrou-se presente na maioria das
amostras deste estudo. Dois agucares redutores mais notdrios presentes em graos de C.
arietinum sdo a glicose e a frutose (presente nos tecidos vegetais de varias espécies vegetais).
A glicose age no sistema nervoso central (SNC) abastecendo de energia, também age no
sistema gastrico. A frutose opera como fonte energética para o sistema muscular (GOMES et
al., 2017; ARAUJO; MARTEL, 2009; BARREIROS et al., 2005). Sarmento e colaboradores
(2014) descrevem que os acucares redutores diminuem drasticamente em grios de C.
arietinum ap0Os processos oxidativos ou degradativos. Esta observacao corrobora com a
auséncia de acidos organicos pela mesma razdo, visto que a maioria dos genotipos que
apresentam auséncia destes metabdlitos ¢ a mesma que apresenta auséncia de aglcares
redutores (SARMIENTO et al., 2015).

As analises fitoquimicas revelaram que fendis e taninos nao foram identificados em
nenhuma das amostras. De acordo com (CALINOIU e VODNAR, 2018), o principal motivo
que influencia a biossintese de fenolicos € genético, pois cada planta apresenta um perfil
fenodlico e as interagcdes genéticas- ambientais podem resultar uma grande flutuacdo de
substancia fendlica e da aptidao antioxidante entre diversas espécies e entre cultivares da
mesma espécie. Motivos que também podem influenciar o arranjo fendlico dos alimentos
vegetais sdo: composicdo do solo, condi¢des ambientais e sazonais durante o
desenvolvimento da planta, origem geografica (GOBBO-NETO e LOPES, 2007; CALEGARI
et al., 2017; RIBEIRO et al., 2020), taticas agrondmicas e condicdes fisiopatoldgicas da
planta (ZIELINSKI et al., 2014), além de tratamentos tecnolégicos e condi¢des de producdo e
armazenamento dos alimentos (DIAS et al., 2013).

No estudo de Boateng e colaboradores (2008), os autores descrevem que em
leguminosas como feijoes secos tem seu contetido fenodlico aumentado apos o processo de

secagem e estabilizagdo. Esta observacdo foi também feita por Tsai e She (2006), em um
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estudo conduzido com ervilhas. Entretanto, no nosso estudo, o contetido fenolico demonstrou-
se incapaz de assumir concentragdes proximas ao limite de deteccdo. Isto corrobora com os
dados apresentados por Siddhuraju e colaboradores (2008), que descrevem que leguminosas
cruas, assim como nossos experimentos, apresentam conteudo fendlico menor que em
leguminosas cozidas ou torradas, visto que a solubilidade destes metabdlitos e outros
aromaticos aumenta com estes processos.

Na prospeccdo de antraquinonas ndo foi obtido resultado positivo para nenhuma das
amostras. Este resultado reafirma a avaliagdo feita por Luna et al.(2016), em que os
pesquisadores ndo evidenciaram a presenca de antraquinonas. Tal observacdo reitera a
diminui¢do do contetdo fenodlico presente em C. arietinum ausente de processos de secagem
ou aquecimento. Os fenodlicos e os flavonodides sdo substancias sensiveis a alguns fatores
externos que quando expostos, modificam o contetido nos alimentos (Elnour et al., 2018). No
estudo feito pelos mesmos pesquisadores em graos de feijdo, tempo de imersdo em agua,
temperatura na qual os grdos sdo expostos, bem como fatores de estresse influenciam na
conservagdo ou perda desses compostos por degradacdo ou solubilizagdo. Logo, os autores
descrevem também que em nenhuma das amostras. No resultado foram detectados fendis e
flavonoides, corroborando nossos dados experimentais.

Nossa investigagdo para esterdides nos extratos dos genotipos de C. arietinum
indicaram reagente em Desi 10209, BRS Toro, BRS Cristalino, BRS Kalifa, Desi 1606, BRS
Cicero e Desi 10108. Ja triterpenos, observou- se a presenga de metabolitos desta classe nos
genotipos BRS Aleppo, Desi 1605 e Desi 10159. Os esterdides e triterpenos sdo compostos
comuns nas plantas e em algumas espécies ambos sao produzidos. Eles também tém uma
extensa gama de aplicacdes comerciais nos setores de alimentos, cosméticos, farmacéuticos e
biotecnologia industrial (THIMMAPA et al., 2014). Ja saponinas espumidicas foram
identificadas em todas as amostras ensaiadas. A elas sdo correlacionadas atividades
hemoliticas, antivirais, antiinflamatdrias e 4 diminui¢do da falha congestiva cardiaca, inibindo
ofluxo de s6dio (GODINHO et al., 2015; SCHENEIDER; WOFLING; 2004).

E importante destacar que as saponinas sio uma das principais classes de metabolitos
secundarios das plantas, ocorrendo em ampla variedade nas leguminosas. Trata-se de um dos
principais metabolitos especiais encontrados no grao-de-bico, e compreende em geral cerca de
3,6% do peso seco das sementes. Uma classe diversificada de saponinas glicosidicas
compreende uma aglicona esterdide ou triterpénica ligada a uma ou mais porgdes de agucar.
Os acucares mais comuns ligados a um aglicona (ou sapogenina) sdo galactose, xilose ou
glicose. Geralmente ¢ caracterizado pela capacidade de formar espuma semelhante a sabao

quando agitado em solu¢do aquosa e isso pertence as suas propriedades detergentes e ¢
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responsavel por conferir um sabor amargo (HASHIM et al., 2014). Tais dados reiteram a
presenca de triterpenoides, esteroides e saponinas nos extratos de C. arietinum, conforme
sintetizado na Tabela 4.

Os genotipos nao apresentaram resultados positivos para alcaldides em todos os
experimentos (reativos de Dragendorff ou Mayer). De acordo com Luna et al. (2016) algumas
categorias de alcaldides podem estar coligadas a compostos tdxicos, € outras amplamente
utilizadas terapeuticamente com acao analgésica, amebicida, antimalarica e vasoconstritora. A
literatura ¢ bastante rasa quanto a presenca de alcaloides em grao-de-bico, o que indica, a
principio, a grande dificuldade em extragdo, identificacdo e isolamento destas substancias. O
estudo conduzido por Lu e colaboradores (2010) indica o isolamento de trés alcaloides
indolicos a partir do extrato etanolico de graos de C. arietinum, sendo inclusive segundo os
autores possivelmente o tipo predominante desta classe de metabodlitos, e sua fungdo
bioquimica provavelmente correlacionada com a defesa quimica do espécime vegetal.
Entretanto, os estudos revelam que apesar de identificada a classe de compostos, bem como
trés destes isolados alcaloides indolicos, o rendimento perante a matéria seca de extrato ¢
cerca de 0,006% (m/m) para o composto mais abundante (LU et al, 2010). Logo sua
identificacdo em nossos testes qualitativos ¢ bastante dificil, pois se encontra fora do limite de
deteccdo de ambos os experimentos.

Os resultados de prospeccao fitoquimica para os extratos purinas em genotipos de grao
de bico foram notoérios em Desi 10209 e em 10108. De acordo com Vizzoto et al. (2011)
debatem sobre a atuagdo terapéutica dos compostos purinicos que sdo empregados na
industria farmacé€utica para a producdo de medicamentos alucinégenos e na industria de
defensivos agricolas para a fabricacdo de pesticidas. Em nossas pesquisas bibliograficas, nao
sdao reportadas na literatura purinas isoladas ou identificadas de C. arietinum, sendo estas

reportadas pela primeira vez neste estudo preliminar.
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4 CONCLUSAO

O gendtipo Desi 10209 mostrou resisténcia a Sitophillus oryzae. A praga Sitophillus
oryzae tem potencial de causar danos significativos em graos armazenados de grao de bico.
O cultivar de grao de bico BRS Cicero mostrou suscetibilidade e os demais cultivares

resisténcia moderada a Sitophilus oryzae.
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