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APRESENTACAO

A colecao “Ciéncias Biologicas: Considera¢des e Novos Segmentos” € uma
obra com foco na discussao cientifica, por intermédio de trabalhos desenvolvidos por
autores de varios segmentos da area de ciéncias biologicas. A obra foi estruturada
com 36 capitulos e organizada em dois volumes.

A colecgéo ¢ para todos aqueles que se consideram profissionais pertencentes
as ciéncias biologicas e suas areas afins. Especialmente com atuacdo formal,
inserida no ambiente académico ou profissional. Cada e-book foi organizado de
modo a permitir que sua leitura seja conduzida de forma simples e com destaque no
que seja relevante para vocé. Por isso, os capitulos podem ser lidos na ordem que
vocé desejar e de acordo com sua necessidade, apesar de terem sido sequenciais,
desde algumas areas especificas das ciéncias biolégicas, até o ensino e a salde.
Assim, siga a ordem que lhe parecer mais adequada e util para o que procura.

Com 19 capitulos, o volume 1 relne autores de diferentes instituicoes
brasileiras que abordam trabalhos de pesquisas, relatos de experiéncias, ensaios
tedricos e revisdes da literatura. Neste volume vocé encontra atualidades nas areas
de biologia geral, biologia molecular, microbiologia, ecologia e muito mais.

Deste modo, a colecdo Ciéncias Biologicas: Consideracdes e Novos
Segmentos apresenta progressos fundamentados nos resultados obtidos
por pesquisadores, profissionais e académicos. Espero que as experiéncias
compartilhadas neste volume contribuam para o enriquecimento de novas praticas

multiprofissionais nas ciéncias biologicas.

Edson da Silva
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RESUMO: Nos ultimos anos foi verificado um

Ciéncias Biologicas: Consideracdes e Novos Segmentos

aumento dos casos de micoses contraidas por
pessoas que frequentam as praias e utilizam
suas areias como local de recreacdo. Isso
tem ocasionado maiores preocupacdes com
a contaminagdo microbiana. Sendo assim o
objetivo dessa pesquisa foi identificar a presenca
de fungos patogénicos em amostras de areia
da praia do Calhau, S&o Luis-MA. As amostras
de areia foram coletadas em trés pontos da
praia, levando-se em consideragdo aqueles
que apresentam um maior fluxo de pessoas.
A analise micologica foi realizada pela técnica
de espalhamento. Os principais géneros
encontrados foram Chaetonium, Trichophyton,
Aspergillus e Candida, sendo os trés dltimos de
grande relevancia clinica. As amostras de areia
analisadas mostram que a praia do Calhau em
Sao Luis-MA apresenta uma variedade de fungos
patogénicos que podem aderir a epiderme dos
frequentadores e gerar possiveis micoses.
Portanto, sugere-se um monitoramento maior
nas praias, ndo s6 para a zona hidrica, mas
também para as zonas secas e Umidas, no que
diz respeito ao aspecto sanitario.

PALAVRAS-CHAVE: Identificacao,
Patogénicos, Areia contaminada.

Fungos

IDENTIFICATION OF PATHOGENIC
FUNGI IN SAND OF CALHAU BEACH,
SAO LUIS — MA, NORTHEAST BRAZILIAN
COAST

ABSTRACT: Over the last years there has
been an increase in the number of people who
develop mycoses, especially those who frequent
the beaches and use the sand area as part of
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recreation. This leads to greater concerns about microbial contamination. Therefore,
the aim of this work was to identify the presence of pathogenic fungi in sand samples
from Calhau beach, Séo Luis-MA. Sand samples were collected from three points of the
beach, taking into consideration the parts with the largest flow of people. Mycological
analysis was performed by the scattering technique. The main genera found were
Chaetonium, Trichophyton, Aspergillus e Candida, the last three being of great clinical
interest. The sand samples analyzed shown that Calhau beach in Séo Luis-MA has a
variety of pathogenic fungi that can adhere to the visitors’ epidermis, leading to possible
mycoses. Therefore, greater monitoring on the beaches is suggested, not only for the
water zone, but also for the wet and dry areas, as regards the sanitary aspect.
KEYWORDS: Identification, Pathogenic Fungi, Sand contamination.

INTRODUCAO

O Maranhao esta localizado na regido nordeste do Brasil, possui 6.574.789
habitantes, € um dos maiores estados do pais com &rea aproximada de 332 mil
km2. O estado nordestino possui 640 km de litoral, o segundo maior do pais, onde
esté localizada a capital S&o Luis, com 1.014.837 pessoas e 32 km de praias (EL-
ROBRINI et al., 2016; SHORT E KLEIN, 2016).

O litoral maranhense esta dividido em Litoral Ocidental, Golfao Maranhense
e Litoral Oriental, o que pode ser justificado pela diferenca em suas caracteristicas
geoambientais. Dentre estes trés segmentos o Golfao Maranhense esta localizado
em uma posicdo em angulo reto em relagédo ao litoral, caracterizado como um
complexo estuarino, onde desaguam os afluentes dos rios Mearim, Itapecuru e
Munim. No golfao, desembocam duas drenagens independentes, o sistema Mearim/
Pindaré/Grajau, na baia de S&o Marcos, € o rio Itapecurd, na baia de Sdo José (EL-
ROBRINI et al., 2016).

A baia de Sdo Marcos é uma vasta zona estuarina ativa, compreende
também o litoral norte da ilha de Sao Luis, com um canal central bem desenvolvido
e dominado por correntes de vazante, onde sucedem-se bancos arenosos, em série,
desde a foz da baia, até dezenas de quildbmetros para o interior. As praias do litoral
de Sao Luis que fazem parte da baia de Sao Marcos séo: Praia da Ponta da Areia,
Praia de Sdo Marcos, Praia do Calhau, Praia do Olho D’4gua e Praia do Aracgagi. As
praias possuem largura média de aproximadamente 250 m, podendo variar em face
da grande amplitude de maré; a faixa praial possui em geral extensdo com cerca de
até 8 km (EL-ROBRINI et al., 2016; DOMINGUEZ E MARTIN, 2004).

A praia do Calhau possui 7 km de extens&o e a area apresenta significativas
edificagbes; a ocupacdo da area esta associada a expansao urbana de Sao Luis.
O clima é quente e imido com dois periodos distintos um chuvoso (janeiro a junho)
e outro seco (julho a dezembro). O indice pluviométrico atinge cerca de 2.000 mm/
ano. As médias de temperatura durante o periodo seco variam entre 25.5°C e 28.6°C
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(SANTIAGO et al., 2012; MOURA et al., 2007).

Tem sido observado no litoral maranhense, um processo intenso de
urbanizacao iniciado a partir da década de 70, nem sempre acompanhado por uma
estruturacé@o e planejamento do espaco urbano, ocasionando inumeros problemas
ambientais, principalmente com relagdo ao saneamento ambiental, além da
depreciacdo da qualidade sanitaria das 4guas, a qual pode repercutir em danos a
saude publica e ao setor econémico (SIQUEIRA et al., 2010).

Vieira (2000) em suas pesquisas sobre a poluicdo das praias brasileiras,
observou que as cidades litoraneas do Brasil despejam seus detritos no mar sem
um tratamento adequado, causando sérios danos aos banhistas e principalmente
as diversas formas de vida desse ambiente. Nesse ambiente estuarino tem-se
formas de vidas distintas, incluindo microrganismos, podendo ter o surgimento
de microrganismos néo tipicos desse ambiente, compreendido por um fator de
carreamento ou transporte por meio de algum vetor (BRANDAO 2002).

Pinto e Oliveira (2011) destacam que, a areia apresenta um maior quantitativo
de microrganismos, pela maior disposicdo de matéria organica. Outra evidéncia
importante esta relacionada com a localizagcdo desta area, visto que pela faixa
litordnea a area se dispbe em uma zona Umida, que € banhada pela 4gua do mar,
e a zona seca, que ndo apresenta nenhuma ligagdo com fontes hidricas, sendo que
ambas as areas apresentam um risco inerente para a populagao, pela questdo de
serem divididas em maior circulacdo de pessoas (zona seca) e a parte recreativa
(zona Umida) (BRANDAO 2002). Além de sofrerem a acéo da lavagem pela agua do
mar, existe a agua de drenagem urbana durante as chuvas, onde recebem lixo, fezes
e urina de animais e secrec¢des do corpo de humanos, as quais podem apresentar
altas densidades de microrganismos. Todos esses fatores podem contribuir para a
proliferacdo e a disseminacdo de bactérias, fungos, virus e parasitas patogénicos
(PINTO E OLIVEIRA, 2011).

Em relagdo a saude publica, o principal problema esta no crescimento das
populagdes humanas em cidades litoraneas, sem acompanhamento na melhoria da
infraestrutura de saneamento basico (OLIVEIRA et al., 2010).

Dentre as infecgbes humanas ocasionadas por microrganismos, as infecgbes
de etiologia fungica séo frequentemente observadas durante as esta¢des do ano
em que a temperatura do ambiente e a umidade relativa sdo altas, além da areia de
praia representar um importante papel como veiculo na transmissédo de processos
de infeccdo (MARTINS et al., 2005).

Nos Ultimos anos foi verificado um aumento dos casos de micoses
contraidas por pessoas que frequentam as praias e utilizam suas areias como local
de recreacéo. Isso tem ocasionado maiores preocupagcbes com a contaminagéo
microbiana (PINTO E OLIVEIRA, 2011; REGO, 2010).
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A analise da qualidade ambiental das praias, durante muito tempo, foi
realizada apenas para monitoramento da condicdo de suas 4guas, apesar da areia
representar possivel fonte de contagio de microrganismos patogénicos. Dessa
forma, ressalta-se que as praias consideradas improprias para banho, também
apresentam areia com qualidade sanitaria comprometida, devendo ser evitado o
contato direto (REGO, 2010).

O Conselho Nacional do Meio Ambiente (CONAMA), em sua Resolucao
274/200, que define os critérios de balneabilidade em aguas brasileiras, no Art.
8° recomenda aos 6rgaos ambientais a avaliagdo das condi¢des parasitologicas e
microbiolégicas da areia, para futuras padronizagbes (CONAMA, 2000).

Por se tratar de uma cidade litorAnea e com suas praias improprias para
banho (100%), este trabalho teve como objetivo caracterizar a diversidade de fungos
isolados em diferentes pontos da praia do Calhau, uma das mais movimentadas e
cartdo-postal da cidade de Sao Luis e verificar a presenca de fungos que possam
ser prejudiciais a saude.

METODOLOGIA

Desenho e local de estudo

De acordo com Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE, 2010),
através do censo realizado no ano de 2010, a cidade de S&o Luis encontra-se
localizada ao norte do Estado do Maranh&o, compreende um dos quatro municipios
dailha, sua populagdo apresenta 1.014. 837 habitantes, tendo area de 834,785 kmg2,
altitude de 3,66 m e clima tropical umido.

Apraia do Calhau, localizada ao norte de S&o Luis, possui 7 km de extenséo e
esta delimitada pelas coordenadas geograficas 2° 24’ 27” e 2° 29’ 32” de latitude sul
e 44°14°48” e 44° 17°19” longitude oeste. A area apresenta significativas edificagdes
residenciais, bares, restaurantes, pousadas etc.

Critério de inclusao e exclusao

Foram incluidas nesse estudo amostras de areia das zonas secas e umidas
de pontos distintos da praia do Calhau, Sdo Luis (MA). Os critérios de exclusdo
foram representados pelas zonas alagadas e com foco de poluentes.

Periodo da pesquisa

A pesquisa foi iniciada durante o més de fevereiro, perpetuando-se até o més
de abril de 2018, periodo da analise e identificacdo dos fungos.
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Amostragem

As amostras de areia foram coletadas de trés pontos da praia do Calhau,
levando-se em consideragdo as partes que apresentam um maior fluxo de pessoas.
As amostras de areia foram coletadas conforme a Associacdo Bandeira Azul da
Europa (ABAE, 2002) que preconiza zonas distintas para a coleta: zona seca e zona
umida.

Em cada uma das zonas delimita-se 2 m?, coletando cinco sub amostras,
sendo uma no ponto central e nos quatro vértices do retdngulo, a uma profundidade
de 5 a 15 cm, através do auxilio de pa e luvas estéreis.

As amostras de areia foram acondicionadas em sacos estéreis devidamente
identificadas com o local, data, hora da coleta e transportadas até o laboratério de
Microbiologia e Parasitologia da Faculdade Estécio de S&o Luis.

Em laboratorio procedeu-se a pesagem de 100 gramas de areia de cada
um dos pontos, transferidas para frascos contendo 100 ml de solu¢do salina a
0,85%, e agitou-se por uma hora, em seguida transferiu-se para tubos aguardando
a decantacéo da areia espontaneamente (ABAE, 2002).
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Figura 1- Imagens via satélite da praia do Calhau, ilustrando os pontos da coleta.

Analise micolégica

A analise micolbgica foi realizada pela técnica de espalhamento, retirando-se
100 pL do sobrenadante de cada tubo, adicionando em placas de Petri com meio
agar Sabouraud Dextrose com Cloranfenicol e agar Batata, realizando a técnica
de espalhamento com alga de Drigalski. As placas foram identificadas e incubadas
na estufa por 7 dias a 30 °C (ALMEIDA, 2012). Logo ap0s este periodo foram
observados crescimento de diferentes géneros fungicos procedendo-se o isolamento
de cada colbnia, para posterior identificagcéo.

Para identificacdo dos fungos filamentosos utilizou-se a técnica de
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microcultivo, que consiste na deposicdo, em placa de Petri, de uma lamina sobre
camada de algoddao umedecido com &gua destilada estéril, contendo um suporte
(palitos de madeira paralelos).

Transferiu-se dois cubos de 4gar Batata Dextrose, e logo apés foi realizado o
inoculo das colbnias por fragmentacao de hifas, cobrindo o meio com uma laminula
estéril. ApOs essa etapa, as placas foram incubadas em estufa durante 5 a 7 dias
entre 25 a 30°C (SILVA FILHO E OLIVEIRA, 2004).

Depois do periodo de incubagéo, foi realizado o procedimento de inativacéo
do fungo e fixagcao de suas estruturas, adicionando 1 mL de alcool 70% e envolvendo
a placa com fita adesiva por 24h. As laminas de identificacdo foram montadas,
utilizando-se a laminula do microcultivo que foi disposta sobre uma nova lamina
contendo uma gota do corante azul de algodao a 0,5%.

A observacdo das estruturas fungicas foram observadas em microscopia
oOptica nas objetivas de 10x e 40x (SILVA FILHO E OLIVEIRA, 2004).

Identificacado das coldnias

A identificacdo é entédo possivel pela observacdo ao microscépio seguindo
chaves e livros de identificacdo (MARTINS et al., 2005; BERNARDI, 2009).

Para as leveduras utilizou-se o teste presuntivo de identificacédo do género
Candida spp.

As amostras obtidas em agar Sabouraud-Dextrose com Cloranfenicol, foram
inoculadas no meio CHROMagar Candida® em placas de Petri, e incubadas a 37°C
por um periodo de 24 a 48 horas, com o objetivo de diferenciar as espécies de
Candida spp. pela caracteristica da coloragéo da colénia (HORVATH, 2003).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Foram analisados trés pontos distintos da praia do Calhau, investigando as
zonas secas e Umidas. A partir dessa andlise foi observado que apenas no ponto 2
em zona umida nao houve crescimento fungico. Nos demais pontos foram obtidos
os resultados expressos na Tabela 1.

Os resultados apresentados neste estudo demonstram claramente que o
ambiente praiano possui uma grande diversidade de fungos, devido a contaminagéo
observada nos ambientes avaliados. A presenca de focos de poluicao estéa associada,
ndo s6 ao fluxo de pessoas que transitam no local, mas também aos corregos
levando &gua de esgoto para a praia, tubulagéo de esgoto presente na praia e focos
de lixo presentes na areia. Esses fatores associados a fatores ambientais como,
ventilagcdo, temperatura, umidade, contribuem para a disseminagdo de espécies
atipicas do ambiente praiano (REGO, 2010; MCCOQY et al., 1992).
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ZONA SECA ZONA UMIDA

Aspergillus fumigatus Aspergillus terreus
PONTO 1 . . . .
Candida albicans Aspergillus fumigatus
Candida krusei Aspergillus penicilioides
Chaetomium sp.
Aspergillus ibericus
PONTO 2 . .
Aspergillus niger -
Aspergillus fumigatus
Aspergillus ibericus Aspergillus niger
PONTO 3 Aspergillus fumigatus Trichophyton sp.
Asperqgillus niger Candida albicans

Candida tropicallis

Tabela 1 — Identificacdo dos géneros e espécies fungicas nos pontos analisados.

Em um estudo realizado por Maier et al., (2003), no municipio do Rio de
Janeiro, foi relatado a presenca de espécies patogénicas como: Aspergillus niger,
Aspergillus fumigatus, Fusarium sp., Scopulariopsis sp., Chrysosporium sp.,
Cryptococus neoformans, Histoplasma capsulatum, tendo semelhancas entre as
espécies do género Aspergillus relatadas neste estudo.

A presenca de fungos filamentosos do género Aspergillus (Figuras 1, 2, 3 e
6) pode estar relacionada ao fendbmeno de matéria organica, que serve de fonte de
carbono, nitrogénio e sais minerais para proliferagdo dos microrganismos, fazendo
com que a areia seja geralmente mais contaminada do que a agua.

Cavalcanti et al.,, (2006) ao investigar fungos filamentosos no solo em
municipios da regido Xingd, evidenciou a presenca principalmente de Aspergillus
fumigatus, Aspergillus niger, Humicola fuscoatra, Fusarium solani e Aspergillus
Japonicus; resultados estes que concordam com a presente pesquisa. Faria et al.,
(2016), também analisaram amostras de areia de praia e detectaram a presenca de
fungos do género Aspergillus.

Dentre os trabalhos pesquisados, nenhum relatou a presenca dos fungos
dos géneros Chaetomium em amostras de areia de praia. O fungo Chaetomium sp.
€ geralmente isolado de edificios danificados pela agua, possuindo a capacidade
de produzir micotoxinas denominadas de chaetoglobosinas A e C, tendo acgéao letal
em células de mamiferos ligando-se a actina, levando a inibicdo da locomocgéo e
projecdes da superficie celular (FOGLE, 2008).

O estudo de Brondani et al. (2016), relata a presencga de fungos do género
Trichophyton em amostras de areia de pragas na cidade de Porto Velho (RO). O
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Trichophytonsp. pertence ao grupo dos dermatdfitos, microrganismos queratinofilicos
e participam diretamente da decomposicéo de residuos, removendo os debris naturais
e lixo depositados no meio ambiente, sendo esses fatores ecoldgicos descritos
como responsaveis pela disseminagdo e a sobrevivéncia desses fungos no solo,
além do fluxo de pessoas e animais na area, pois estes disponibilizam substratos
queratinizados favorecendo o crescimento dos microrganismos (ACHTERMAN E

WHITE, 2013).

Figura 1- A) col6nia de Aspergillus Figura 2- A) colénia de Aspergillus
fumigatus em agar Batata; B) A. terreus em agar Batata; B) A. terreus
fumigatus em objetiva de 40x. em objetiva de 40x.

9

bo °®
T

Figura 3- A) colbénia de Aspergillus Figura 4- A) colénia de Trichophyton
penicilioides em agar Batata; B) A. interdigitale em agar Batata; B) T.
penicilioides em objetiva de 40x. interdigitale em objetiva de 40x.

Figura 5- A) colénia de Chaetomium Figura 6- A) colbnia de Aspergillus
sp. em agar Batata; B) Cahaetomium niger em agar Batata; B) A. nigerem
sp. em objetiva de 40x. objetiva de 40x.

Segundo Macédo (2004) as espécies do género Candida, ndo conseguem
sobreviver a longo prazo na dgua ou areia contaminada por poluentes e quando é
relatada a sua presenca é por virtude de uma poluicdo recente.

Leveduras do género Candida sdo responsaveis por infec¢cdes fungicas
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superficiais em imunocompetentes, como a onicomicose, caracterizada por um
aumento significante na espessura da regido acometida, mudanc¢a na coloragdo
da unha para a cor amarela e descolamento parcial ou total da unha. E também
considerado um fungo oportunista uma vez que néo é patogénico em individuos
higidos, desempenhando na espécie humana uma relagdo de comensalismo,
entretanto pode causar infeccdes sistémicas em imunodeprimidos (SANTOS E
DUARTE, 2019; DROZDOWICZ et al., 2000; CROCCO et al., 2004).

No estudo realizado por Pinto e Oliveira (2011) ao analisar a areia de duas
praias no municipio do Guaruja no estado de Sao Paulo, relatou-se a presenca de
leveduras do género Candida, onde foi encontrada uma variedade de espécies, tais
como: C. krusei, C. tropicalis e C. albicans. Em outro estudo realizado por Vieira et
al., (2000) em uma praia de Fortaleza-CE, foram econtradas espécies do género
Candida, como: C. albicans, C. glabrata e C. tropicallis.

CONCLUSAO

De acordo com as amostras da areia de praia obtidas e analisadas, infere-
se que a praia do Calhau em Séo Luis - MA, apresenta uma variedade de fungos
patogénicos, sugerindo contaminacdo de origem antropolégica, dessa area de
lazer. Provavelmente devido a falta de resolucdes e/ou legislagbes municipais que
visem analisar a areia da praia com relagdo a contaminag&o por microrganismos
(bactérias, fungos e protozoarios).

A falta de saneamento bésico influencia diretamente nos resultados
expressados, pois dados do Instituto Trata Brasil (2019) mostra que a capital
maranhense encontra-se na 83 colocacao no ranking do saneamento, entre as 100
mais populosas cidades brasileiras; expondo que o Maranh&o, gasta por habitante,
53% a menos que a média nacional com saneamento basico. Acessos adequados a

rede coletora de esgoto e coleta de lixo, estdo aquém da média nacional e nordestina.
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RESUMO: O estudo biolégico e genético de
Toxoplasma gondii € essencial no entendimento
da relacdo parasito-hospedeiro. O parasito
possui diferentes cepas patogénicas que
podem ser analisadas através da inoculagao em
modelos experimentais como o cultivo celular.
O objetivo deste trabalho foi avaliar diferencas
morfométricas e analisar o efeito citopatico de
isolados de Toxoplasma gondii. Os parasitos
utilizados no estudo foram previamente isolados
de camundongos, utilizou-se as cepas RH e a
cepa Me49. Para andlise do efeito citopatico,
foram mantidas culturas estaveis de células
VERO, em meio DMEM suplementado com SBF
10%. Em seguida, a cultura foi infectada com
os taquizoitos dos isolados na propor¢édo de
dois parasitos por célula. A partir da infeccao,
monitorou-se a interacdo célula/parasito por
meio de fotografias com o intervalo de 12
horas, durante 7 dias. Apbs este processo, a
confluéncia celular foi realizada utilizando-se o
programa Image J®'Para analises morfométricas
foram confeccionadas laminas pela coloracéo
de Pan(')tico®. Os taquizoitos foram fotografados
com utilizagdo de fotomicroscépio e as imagens
analisadas através do programa Image J

para avaliacdo de diferengcas no comprimento
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longitudinal, largura na altura do nucleo e distancia entre nicleo e complexo apical.
Os resultados obtidos indicam que o tamanho € inversamente proporcional a
patogenicidade da cepa, pois a confluéncia celular da cultura infectada com a cepa
RH foi menor (6,34%) que a infectada por Me49 (15,89%). Além disso, a analise
morfométrica da cepa Me49 em comparacdo com a RH demonstrou diferenca
significativa em pelo menos uma das variaveis analisadas. Assim, concluiu-se que o
estudo do efeito citopatico e da analise morfométrica de isolados de T. gondii poderao
auxiliar na compreensao da complexa relacédo parasito-hospedeiro, podendo assim
ser relacionada com diferengas na gravidade da infecgéo e no prognéstico da doenca.
PALAVRAS-CHAVE: Alteragbes morfométricas, cepa Me49, efeito citopatico e
Toxoplasma gondii.

MAINTENANCE AND /N VITRO EVALUATION OF THE VIRULENCE OF
TOXOPLASMA GONDII STRAINS

ABSTRACT: The biological and genetic study of Toxoplasma gondii is essential in
understanding the parasite-host relationship. The parasite has different pathogenic
strains that can be analyzed through inoculation in experimental models such as cell
culture. The objective of this work was to evaluate morphometric differences and
analyze the cytopathic effect of Toxoplasma gondii isolates. The parasites used in
the study were previously isolated from mice, using the RH strains and the Me49
strain. For cytopathic effect analysis, stable cultures of VERO cells were maintained in
DMEM medium supplemented with 10% SBF. Then, the culture was infected with the
tachyzoites of the isolates in the proportion of two parasites per cell. From infection,
cell/parasite interaction was monitored through photographs with the 12-hour interval
for 7 days. After this process, the cellular confluence was performed using the Image
J® program. For morphometric analyses, slides were made by Panotic® staining. The
tachyzoites were photographed using a photomicroscope and the images analyzed
through the Image J® program for evaluation of differences in longitudinal length, width
in core height and distance between nucleus and apical complex. The results obtained
indicate that the size is inversely proportional to the pathogenicity of the strain, because
the cell confluence of the infected culture. with the RH strain was lower (6.34%) than
me49 (15.89%). In addition, morphometric analysis of the Me49 strain compared to HR
showed a significant difference in at least one of the variables analyzed. Thus, it was
concluded that the study of the cytopathic effect and morphometric analysis of T. gondii
isolates can help in understanding the complex parasite-host relationship, and may
therefore be related to differences in the severity of the infection and the prognosis of
disease.

KEYWORDS: Morphometric changes, Me49 strain, cytopathic effect and Toxoplasma
gondii.

11 INTRODUGAO

A toxoplasmose, antropozoonose de distribuicdo universal, € uma infeccéo

causada por Toxoplasma gondii. Este parasito possui ciclo biolégico heteroxénico,
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os felideos sdo os hospedeiros definitivos, outros animais incluindo o homem
constituem os hospedeiros intermediarios. A transmissao da toxoplasmose pode
ocorrer principalmente através da ingestdo acidental de alimentos e/ou agua
contaminados por oocistos excretados nas fezes de hospedeiros definitivos, ou
ainda, pela ingestao de cistos contidos na musculatura de hospedeiros intermediarios
(ZANDONA et al., 2019).

A transmissdo congénita ocorre mediante a transferéncia placentaria de
T. gondii para o concepto, verifica-se alta frequéncia de casos quando a mulher
adquire toxoplasmose (infeccdo aguda) pela primeira vez durante a gestagéo e,
em menor propor¢do, na reinfec¢do ou reativacdo de um toxoplasma previamente
adquirido em mulheres imunodeprimidas (GONCALVES et al.,2019).

Quanto a sintomatologia, em individuos imunocompetentes a toxoplasmose
€, geralmente, assintomatica, porém pode ocasionar doenga ocular grave como a
retinite. Nos individuos imunocomprometidos, a infec¢ao é grave devido a reativacao
de cistos cerebrais, com ocorréncia, principalmente, de encefalite (MITSUKA-
BREGANO, LOPES-MORI e NAVARRO, 2010). Durante o periodo gestacional,
além de aborto espontaneo, ha risco de doengas congénitas graves. Na maioria dos
recém-nascidos a infec¢ao ocorre de forma assintoméatica, no entanto, quando estas
criancgas séo privadas de tratamento pode ocorrer, posteriormente, quadros clinicos
graves, com recidiva de toxoplasmose ocular que resulta em cegueira (MENDES,
2019).

A forma evolutiva do parasito define o estdgio da doenca. Na fase aguda,
encontra-se taquizoitos; os bradizoitos representam a fase cronica, sendo
encontrados em forma de cistos nos tecidos dos hospedeiros e os oocistos sao
eliminados nas fezes dos hospedeiros definitivos (SILVA, 2016).

O estudo biolégico e genético de Toxoplasma gondii € essencial no
entendimento da relagdo parasito-hospedeiro. O parasito possui diferentes
cepas patogénicas que podem ser analisadas através da inoculagdo em modelos
experimentais. Sendo assim, os camundongos correspondem aos critérios
essenciais no estudo da viruléncia destas cepas. Outro método alternativo de
estudo, € a avaliagéo in vitro por meio de cultivo celular.

A variacdo do comportamento biolégico do parasito possui forte relacédo
com a cepa patogénica em questédo. Por exemplo, a cepa RH é aguda, provocando
rompimento rapido das célulasinfectadas (AJZEMBERG, 2010; REY, 2001), enquanto
a cepa Me49 forma cistos, possuindo multiplicacao mais lenta (COMMODARQO et al,
2009).

A viruléncia dessas cepas pode ser analisada através da confluéncia
celular por meio de fotografias. Além disso, pode-se comparar o efeito citopatico

com a analise morfométrica dos taquizoitos obtidos através do preparo de laminas
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microscopicas.

Trabalhos avaliando a morfometria e o efeito citopatico da cepa Me49 néao
sdo descritos na literatura para T.gondii, assim sendo, a avaliacdo das cepas
correspondendo o comportamento bioldgico (efeito citopatico) com as diferencas
morfométrica podera ser de suma importancia para se compreender o melhor
progndstico da infeccdo em humanos. Dessa forma, o presente estudo visa a

avaliagdo morfométrica e a analise da viruléncia de cepas de T. gondii.

21 METODOLOGIA

2.1 Caracterizacao dos parasitos

A cepa RH e a Me49 foram mantidas em camundongos BALB/c no biotério
do Instituto de Patologia Tropical e Saude Publica (IPTSP- UFG).

Os camundongos infectados pela cepa RH foram eutanasiados por
deslocamento cervical, para obtencdo de um exsudato peritoneal. O procedimento
consistiu na inoculagéo de 5 mL de salina estéril via intraperitoneal, homogeneizacéo
e aspiragdo do lavado. O exsudato foi, entdo, analisado em microscopio (entre
lamina e laminula) a fim de observar presenca de formas infectantes do parasito
(taquizoitos e/ou células infectadas) e constatar a infecgcéo, logo apds, inoculou-se
em cultura de células.

Os camundongos, infectados pela cepa Me49, foram eutanasiados por
deslocamento cervical, em seguida, extraiu-se o cérebro, realizando o macerado
cerebral para observacéo de cistos. Os cistos obtidos foram inoculados via oral em
trés camundongos BALB/c, ap6s quatro dias de infeccdo os animais apresentaram
sinais clinicos de toxoplasmose aguda, como: letargia, alteragbes respiratorias,
aumento dos batimentos cardiacos, cegueira, piloerecéo e diarreia. Os animais
foram eutanasiados e realizou-se a obtengdo de um exsudato peritoneal para
obtencgéo de taquizoitos, conforme a cepa RH.

2.2 Manutencao em células Vero

As células Vero foram mantidas em meio de cultura DMEM (Dulbecco’s
Modified Eagle Medium) Sigma-AIdrich®. O meio DMEM utilizado foi suplementado
com Soro Bovino Fetal (SBF) 10% e 40 mg/L de gentamicina. Trocou-se o meio de
cultura a cada 48 horas, e o crescimento do parasito foi monitorado pela observagéo
em microscoépio invertido (OLIVEIRA, 2016).

2.3 Avaliacao do efeito citopatico por lise celular

Inicialmente, foram mantidas culturas estaveis de VERO, com troca de meio
DMEM suplementado com SBF 10% em dias alternados. Transferiram-se 105 células
para quatro garrafas de cultura e incubadas a 37 graus por 24 horas. A partir da
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andlise do lavado peritoneal de dois camundongos BALB/c infectados com as cepas
RH e Me49, respectivamente, foi possivel realizar a inoculagcao dos taquizoitos na
propor¢éo de dois parasitos por célula nas quatro garrafas de cultura, realizando o
procedimento em duplicata para cada cepa.

A partir da infecgcdo, monitorou-se a interagdo célula/parasito por meio de
fotografias com o intervalo de 12 horas, durante 7 dias. Apds este processo, a

confluéncia da lise celular foi realizada por intermo programa Image J®.

2.4 Confeccéao das laminas para analise morfométrica

Ap6s a manutencéo do parasito em cultura de células, confeccionou-se uma
lamina a partir do liquido do meio DMEM de cada repeticéo, sendo fixado e corado
pelo método do Panético (Instant Prov, Pinhais, PR, Brasil). As laminas foram feitas
com, aproximadamente, 30 uL do lavado e, apds o esfregago, foram secas em
estufa (24 horas a 25 °C). Posteriormente, realizou-se a coloracado de Panético®
(Instant Prov, Pinhais, PR, Brasil), conforme orientacéo do fabricante.

2.5 Analise morfométrica dos isolados

Foram fotografadas cinco imagens de cada isolado com utilizagdo de
fotomicroscépio Zeiss® acoplado a uma camera digital Sony® para registro
e digitalizacdo dos resultados obtidos. As imagens foram analisadas através
do programalmage J® a partir da avaliagdo de caracteristicas morfolégicas dos
parasitos como: diferengcasno comprimento longitudinal, largura na altura do nucleo
e distancia entre nacleo e complexo apical. Para cada cepa, foram documentados
100 taquizoitos e os valores de cada parametro foi salvo em planilha para calcular-
se médias das medidas dos isolados.

2.6 Analise estatistica

As morfometrias das cepas foram comparadas através do programa Sigma
Stat® 3.2, todas as variaveis foram testadas quanto a distribuicdo normal e variancia
homogénea, utilizando o teste t.

31 RESULTADOS E DISCUSSAO

A anélise morfométrica dos isolados da cepa Me49 (figura 1) com a cepa
padréo RH (figura 2) demonstrou diferenca significativa em pelo menos uma das
variaveis analisadas, durante o periodo de sete dias. A média e o desvio padrao
destas variaveis estdo descritos na tabela 1.
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Figura 1: Taquizoitos da cepa RH. Coloragdo Panoético (aumento de 1000x)
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Figura 2: Taquizoitos da cepa Me49. Coloragéo Panético (aumento de 1000x)
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Isolados Distancia nucleo — Comprimento Largura (um)
complexo apical (um) (pm)

1° dia Cepa RH 2,21 £0,59 9,91 £1,11 2,11 £0,23
Cepa Me49 2,19 £0,50 9,85 + 1,08 2,21 +0,76*

2° dia Cepa RH 2,23 +0,58 10,02 + 1,24 2,07 £0,25
Cepa Me49 2,07 £0,51* 9,99 +1,13 2,22 +0,25

3° dia Cepa RH 2,25 +0,55 10,13+ 1,18 2,09 +0,29
Cepa Me49 2,23 + 0,51 9,97 +1,05* 2,26 +0,22

4° dia Cepa RH 2,27 +0,76 10,32 + 1,02 2,04 +0,28
Cepa Me49 2,20 + 0,48 10,01 +0,99* 2,19+0,24

5° dia Cepa RH 2,25+0,72 10,21 +1,22 2,09 +0,30

Cepa Me49 2,22 +0,52* 9,99+ 1,05 2,15 +0,21

6° dia Cepa RH 2,23 +0,71 10,21+ 1,09 2,11 £0,24
Cepa Me49 2,21 +0,55 10,01 £ 0,99 2,16 +£0,19*

7° dia Cepa RH 2,27 0,74 10,24 + 1,21 2,08 +0,38

Cepa Me49 2,20 + 0,49 10,26 = 1,04* 2,27 £ 0,31
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Tabela 1: Analise morfométrica de isolados das cepas RH e Me49.

Os valores representam média + desvio padréo de medidas; * p < 0,05 (Teste t)
comparando a cepa me49 com a cepa padrao RH.

Em estudo realizado por Gomes-Junior et al. (2018), que avaliou sete isolados
obtidos de galinha caipira foram observadas diferencas estatisticas em pelo menos
uma das variaveis analisadas. Outro estudo realizado por Da Silva et al. (2018)
que avaliou trés isolados obtidos de gestantes e recém-nascidos foram observadas
diferengas estatisticas nas medidas de areas e um dos isolados apresentou maior
didmetro, em comparagéo com a cepa padrao RH/BH.

A diferenga significativa entre as cepas RH e Me49 na distancia nucleo-
complexo apical, comprimento e largura reforca a hipdtese de que, além das
diferencas de comportamento e variagcbes genéticas, ha variagdes morfoldgicas
entre diferentes cepas de T. gondii (TREVISANI, 2013).

Na avaliacdo da capacidade infectiva, 100% das cepas apresentaram
capacidade de promover efeito citopatico. Foi possivel observar taquizoitos no meio
extracelular apds decorrer 48 horas da inoculagéo das cepas nos meios de cultura.
A cepa padrdo RH apresentou expressiva capacidade de lise celular. Este fato pode
ser observado ao comparar o periodo de 12 horas ap6s inoculacao (figura 1) com
sete dias de incubacéo (figura 2). A confluéncia inicial era de 86%, apoés sete dias da
inoculacdo, observou-se uma confluéncia de 6,34%. N&o se observou formacéo de
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paredes cisticas nesta cultura.

A cepa me49 também apresentou diferenca significativa ap6s 12 horas de
inoculacéo (Figura 3) e sete dias (Figura 4). A confluéncia inicial era de 86%, ap6s
sete dias de incubacéo, encontrou-se uma confluéncia de 15,89%, evidenciando,
assim, a lise celular. Observou-se formacgéao de cistos nesta cultura.

Figura 3: Células ap6s 7 dias de inocula¢édo da cepa padrao RH observadas em
microscoépio invertido (Aumento de 400X).

Figura 4: Células ap6s 7 dias de inoculagdo da cepa padrédo RH observadas em
microscoépio invertido (Aumento de 400X).

Figura 5: Células ap6s 12 horas de inoculagdo da cepa Me49 observadas em
microscépio invertido(Aumento de 400X).
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Figura 6: Células apos sete dias de inoculagdo da cepa Me49, observadas em
microscopio invertido (Aumento de 400X).

De modo semelhante, um trabalho feito por Ferreira (2005), que avaliou
mastocitos infectados pela cepa RH, apds 24 horas de infec¢do foram encontrados
vacuolos parasitéforos em quantidade variada, de modo que decorrido 48 horas
havia taquizoitos no meio extracelular, corroborando com o resultado encontrado
nesta avaliacdo do efeito citopatico. Outra pesquisa realizada por Rocha et al. (2014)
detectou lise celular em células retinares infectadas pela cepa Me49 corroborando
com o presente estudo. Acredita-se que essa susceptibilidade das células as cepas
RH e Me49 ocorre devido a agdo das enzima ciclooxigenase em associagcdo com
endocitose mediada por clatrina (PEREIRA, 2016; PORTES, 2020).

Estudos realizados em diferentes regides mundiais apontam que as cepas
de T. gondii do Brasil sdo morfometricamente e geneticamente divergentes em
comparacao com aquelas encontradas na América do Norte e Europa devido ao
padrdo de patogenicidade. Essas evidéncias sdo baseadas em metodologias que
avaliam a viruléncia, seja in vitro ou in vivo (OLIVEIRA et al., 2014; YADAV; MAITY;
SAHA, 2014).

Além disso, os taquizoitos que apresentaram maior comprimento e largura
foram os da cepa Me49 no sétimo dia de incubagé@o. Ao comparar este parametro
com o efeito citopatico, infere-se que o comprimento € inversamente proporcional a
patogenicidade da cepa uma vez que a confluéncia celular da cultura infectada com
a cepa RH foi menor (6,34%) que a infectada por Me49 (15,89%). Da Silva et al.
(2018) também constatou que taquizoitos menores possuem maior patogenicidade.

41 CONCLUSAO

Nas cepas analisadas foi possivel detectar diferencas tanto na morfometria
como na capacidade infectiva, inferindo assim que a associagdo das diferencas
fenotipicas em analises morfométricas e efeito citopatico, pela lise celular,

demonstram serem importantes para compreensdo da complexa relagdo parasito-
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hospedeiros. Ap6s minuciosa analise genotipica, estas informagdes poderéo ser

relacionadas ao prognostico da infecgdo nos seres humanos.
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RESUMO: Hymenaea martiana Hayne, é uma
espécie arboreo, amplamente distribuido na
Ameérica Central e América do Sul, principalmente
na bacia do Amazonas, conhecida como
popularmente como Jatoba. S&o amplamente
utilizados para tratar processos inflamatorios,
infeccbes bacterianas, reumatismo e anemia.
Este trabalho tem como principal fundamento
realizar triagem fitoquimica, avaliar a atividade
antimicrobiana e modulatéria do extrato
metanolico da folha de Hymenaea martiana
Hayne frente a cepas de bactérias padrdes.
O extrato metandlico da folha de Hymenaea
martiana Hayne foi analisado para a atividade
antibacteriana por meio de teste de microdiluicao
para determinacdo de concentragdo inibitéria
minima (CIM) e modulagéo dos aminoglicosideos
(gentamicina e amicacina) e lincosamidas
(clindamicina), frente as bactérias Escherichia
coli, Staphylococcus aureus e Pseudomonas
aeruginosa. A prospec¢ao fitoquimica do extrato
revelou a presenca de diversas classes, entre
eles: Fendis; Taninos Pirogalicos, Flavonoides,
Catequinas e alcaloides. Na avaliacdo da
CIM foram obtidos resultados = 1024ug/mL.
Os resultados obtidos através dos testes de
modulagdo mostraram  potencial atividade
sinérgica quando associados 0s antibiticos
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frente as cepas multirresistentes de Escherichia coli. Para cepas de Staphylococcus
aureus, houve sinergismo somente frente ao antibiético amicacina, enquanto a
linhagem de Pseudomonas aeruginosa houve efeito sinérgico quando associados a
gentamicina e amicacina. Novas pesquisas sdo necessarias para comprovar atividade
moduladora e elucidar o mecanismo da mesma. Através dos resultados sugere-se
que os produtos naturais representam fontes promissoras no combate a resisténcia
bacteriana.

PALAVRAS-CHAVE: Jatoba, Microdiluicdo, Atividade antimicrobiana, Modulagéo

ABSTRACT: Hymenaea martiana Hayne, is an arboreal species, widely distributed in
Central and South America, mainly in the Amazon Basin, popularly known as Jatoba.
They are widely used to treat inflammatory processes, bacterial infections, rheumatism
and anemia. This work has as main basis to carry out phytochemical screening, to
evaluate the antimicrobial and modulatory activity of the methanolic extract of the leaf of
Hymenaea martiana Hayne against strains of standard bacteria. The methanolic extract
of the leaf of Hymenaea martiana Hayne was analyzed for the antibacterial activity by
means of microdilution test for determination of minimum inhibitory concentration (MIC)
and modulation of the aminoglycosides (gentamicin and amikacin) and lincosamides
(clindamycin), against the bacteria Escherichia coli, Staphylococcus aureus and
Pseudomonas aeruginosa. The phytochemical prospection of the extract revealed the
presence of several classes, among them: Phenols; Pyrogallic tannins, Flavonoids,
Catechins and alkaloids. In the MIC evaluation results were obtained = 1024ug /
mL. The results obtained through the modulation tests showed potential synergistic
activity when the antibiotics were associated with the multiresistant Escherichia coli
strains. For strains of Staphylococcus aureus, there was synergism only against the
antibiotic amikacin, while the Pseudomonas aeruginosa line had a synergistic effect
when associated with gentamicin and amikacin. New research is needed to prove
modulatory activity and elucidate the mechanism of modulating activity. Through the
results it is suggested that natural products represent promising sources in the fight
against bacterial resistance.

KEYWORDS: Jatoba, Microdilution, Antimicrobian activity.

11 INTRODUCAO

No Brasil a utilizacdo das plantas esta presente antes mesmo da
colonizagao, quando os indios faziam uso destes recursos com o intuito de prevenir
ou tratar doencas, e estas tradicbes foram passadas para os colonizadores e
consequentemente usada na medicina popular, ja que os recursos naturais era a
Unica alternativa (LIMA et al., 2011). Considera-se que desde tempos mais remotos,
o convivio com a flora pelos indigenas, trouxeram-nos o conhecimento, que
juntamente com a cultura européia e africana constituiram o cabedal de técnicas e
usos das plantas medicinais no pais, formando assim, a base de nossa etnobotéanica
(GIRALDI; HANAZAKI, 2010).
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Sabe-se que o Brasil é o detentor das maiores florestas do mundo, e da maior
biodiversidade do planeta, sendo que hoje € um grande importador de matérias
primas farmacéutica, mobilizando milhdes de doblares neste segmento; depreende-
se que a maioria das moléculas utilizadas como medicamentos teve sua origem nas
plantas (MINISTERIO DO MEIO AMBIENTE SERVICO FLORESTAL BRASILEIRO,
2010; DAVID et al., 2004). Confrontando os dois fatos, encontramo-nos em um
grande paradoxo: Somos a maior fonte e ndo a conhecemos profundamente.

De acordo com o Ministério da Saude o uso direto ou indiretamente das
plantas cresceu cerca de 161% entre 2013 e 2015, isso se deve a uma iniciativa
da Politica nacional implantada pelo Ministério da Saude, a qual garante o acesso
seguro e uso racional de plantas medicinais e fitoterapicos no pais, que ja esta
presente em cerca de 3.250 unidades de 930 municipios brasileiros.

Diversasplantasrelatadas naliteratura apresentam atividades antimicrobianas
, como também mostram ser capazes de modular a agdo dos antibibticos, ou seja,
o antibibtico associado com o fitoterapico terd uma maior atividade farmacologica.
Assim, as industrias farmacéuticas, como também os boténicos, dependem, em
grande parte, da flora para a producéo de drogas com fins curativas e financeiras
(MATIAS et al., 2010).

Para visualizarmos melhor vejamos a Hymenaea martiana Hayne que é
conhecida popularmente como jatoba, este género pertence a familia Fabaceae
e esta distribuido geograficamente no Cerrado e na Caatinga (R. M. PEIXOTO et
al.,2016). O género Hymenaea possui em maior concentragdo os compostos de
flavonas, que sdo metabdlicos secundarios da classe dos flavonoéides, encontrados
no extrato e resina das cascas do caule (DOMENECH-CARBO et al., 2009). O jatoba
€ utilizado para fins medicinais para tratar doengas como reumatismo, anemia,
inflamagdes, infecgbes bacterianas, diurético, antifungico, antioxidante, entre outros
(OLIVEIRA et al., 2018). Das cascas, uma resina é exudada e esta é utilizada
na medicina tradicional para o tratamento de ferimentos, disturbios gastricos e
bronquite (MARSAIOLI et al., 1975).

Neste sentido, partindo da premissa de que ha relatos na literatura de que
outras espécies apresentam importantes atividades biologicas, este projeto tem
como objetivo realizar uma triagem fitoquimica e testar in vitro o extrato metandlico
das folhas de Hymenaea martiana hayne frente a cepas de bactérias Staphylococcus
aureus, Escherichia coli e Pseudomonas aeruginosas, como também avaliar
0 espectro de acdo e o grau de inibicdo dos extratos obtidos a partir da mesma,
determinando a Concentragéo Inibitéria Minima (CIM), além de avaliar a atividade
antibacteriana e moduladora do extrato metanélico da folha frente a cepas de
bactérias padrées verificando a eficacia dos mesmos na modulagé@o da resisténcia
bacteriana em associagéo com antibiéticos: Gentamicina, Amicacina e Clindamicina.
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21 MATERIAL E METODOS

2.1 Local de realizacao do estudo

O estudo foi realizado no Laboratério de Microbiologia da Faculdade
de Medicina Estacio — FMJ, Juazeiro do Norte - CE, Brasil e no Laboratério de
Microbiologia da Universidade Regional do Cariri, Crato-CE, Brasil.

2.2 Material vegetal

As folhas de Hymenaea martiana Hayne foram coletadas no municipio de
Caririagu — CE, no més de Junho de 2018. Uma amostra representativa da espécie
foi depositada no Herbario Caririense Dardano de Andrade-Lima (HCDAL) do
Departamento de Ciéncias Biolégicas (URCA).

2.3 Preparacao dos extratos metandlico

Para preparacdo dos extratos foram coletadas folhas que permaneceram
submersas em metanol por 72h. Apds esse periodo, o eluente foi filtrado em papel
filtro para separacgéo dos residuos sélidos e concentrado em condensador rotativo a
vacuo e banho-maria (model Q-214M2 — Quimis, Brazil) (BRASILEIRO et al., 2006),
obtendo-se rendimentos dos extratos brutos de 17%. Para os testes foram utilizadas
solucbes preparadas a partir dos extratos sob uma concentragdo de 10 mg/mL,
dissolvidos em DMSO (dimetil sulféxido), em seguida diluidos com agua destilada
para uma concentracdo de 1024ug/mL.

2.4 Prospeccao fitoquimica
Os testes fitoquimicos foram realizados seguindo o método descrito por

Matos (1997). Os ensaios se baseiam na observagao visual da alteracéo de cor ou
formacéo de precipitado ap6s a adi¢cdo de reagentes especificos.

2.5 Material bacteriano

Os microorganismos utilizados nos testes foram obtidos através do
Laboratorio de Microbiologia e Biologia Molecular (LMBM) da Universidade Regional
do Cariri (URCA). Foram utilizadas linhagens padréo de bactérias Escherichia coli
ATCC 10536; Staphylococcus aureus ATCC 25923; Pseudomonas aeruginosa
ATCC 15442. Antes dos ensaios, as linhagens foram cultivadas a 35°C por 24 horas
em Brain Heart Infusionbroth — BHI (Difco Laboratories Ltda).

2.6 Teste de atividade antibacteriana

A CIM (concentraga@o inibitéria minima) foi determinada em ensaio de
microdiluicdo em caldo (NCCLS, 2014) utilizando-se um in6culo de 100 uL de cada
linhagem, suspensas em caldo BHI que apresentava uma concentracdo de 105
UFC/mL em placas de microtitulagdo com 96 pogos, com diluicdes em série ¥2. Em
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cada poco foi adicionado 100puL de solugéo de cada extrato. A concentracgéo final do
extrato foi de 5000ug/mL.

Para os controles foram utilizados os antibidticos padrées amicacina,
gentamicina e clindamicina cuja concentragéo final foi de 5000 pug/mL. As CIM’s foram
registradas como as menores concentracdes para a inibicdo do crescimento. Para
evidencia-las, preparou-se uma solucdo indicadora de resazurina sodica (Sigma)
em agua destilada estéril na concentracéo de 0,01% (p/v). Ap6s a incubacao, 20pL
da solucao indicadora serdo adicionados em cada cavidade e as placas passarédo
por um periodo de incubacéo de 1 hora em temperatura ambiente. A mudanca de
coloracdo azul para rosa, devido a reducéo da resazurina, indica o crescimento
bacteriano (JAVADPOUR et al., 1998), auxiliando a visualizagcdo da CIM, definida
como a menor concentragdo capaz de inibir o crescimento microbiano, evidenciado
pela cor azul inalterada. O ensaio antibacteriano foi realizado em triplicata e os
resultados foram expressos como média das repeticoes.

2.7 Execucao e Leitura dos Ensaios

O extrato foi misturado em caldo BHI 10% em concentragdes subinibitérias,
obtidos e determinados apds a realizagdo de teste de avaliagdo da CIM, sendo
que para o teste de modulacdo a concentragéo da solugcéo de extrato foi reduzida
8 (oito) vezes (CIM/8). A preparagdo das solugdes de antibibticos foi realizada
com a adicdo de agua destilada estéril em concentracdo dobrada (1024pg/mL) em
relacdo a concentracao inicial definida e volumes de 100uL diluidos seriadamente
1:1 em caldo BHI 10%. Em cada cavidade com 100uL do meio de cultura continha
a suspensao bacteriana diluida (1:10). Os mesmos controles utilizados na avaliagdo
da CIM para os extratos foram utilizados durante a modulagcado (COUTINHO et al.,
2008). As placas preenchidas foram incubadas a 35°C por 24 horas e ap6s esse
periodo a leitura foi evidenciada pelo uso de resazurina como citado anteriormente

no teste de determinagéo da CIM.

2.8 Analise Estatistica dos resultados de microbiologia

Os ensaios foram feitos em ftriplicata, e expressos em média geométrica, ja
que a leitura das amostras foi feita através de observagéo visual da mudancga de
coloracdo das mesmas. A andlise estatistica foi aplicada a analise de variancia de
duas vias seguida pelo teste de Bonferroni utilizando o software Graph Pad Prism
5.0.

31 RESULTADOS

Na prospeccéo fitoquimica foi possivel identificar a presenca de metabdlitos

secundarios, descritos na tabela abaixo:
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METABOLITOS
Extato 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15

EMHH + - - - - + + + + + + - - + -

Tabela 1. Prospeccéao fitoquimica do extrato metanoélico das folhas de Hymenaea
martiana Hayne.

1 — Fendis; 2 — Taninos Pirogalicos; 3 — Taninos Flobabénicos; 4 — Antocianinas;
5 — Antocianidinas; 6 — Flavonas; 7 — Flavondis; 8 — Xantonas; 9 — Chalconas;
10 — Auronas; 11 — Flavonondis; 12 — Leucoantocianidinas; 13 — Catequinas;
14 — Flavononas; 15 — Alcaldides; (+) presenca; (-) auséncia. EMHH — Extrato
Metandlico Hymenaea martiana Hayne.

Foi realizado o procedimento para a determinacdo do CIM (Concentracdo
Inibitéria Minima), com as bactérias de linhagem padrédo (Escherichia coli;
Staphylococcus aureus, e Pseudomonas aeruginosa) e foram obtidos resultados =
1024ug/mL.

Em relacdo a avaliacdo da atividade moduladora do extrato, associadas
aos aminoglicosideos (gentamicina e amicacina) e lincosamidas (clindamicina), os
resultados demonstraram que o extrato associado com os antibiéticos apresentoram
sinergismo com p < 0,001 frente a bactéria Escherichia coli (Figura 1). Na linhagem
de Staphylococcus aureus houve efeito sinérgico apenas na associagao do extrato
com a amicacina com p < 0,001 (Figura 2). Enquanto a linhagem de Pseudomonas
aeruginosa houve efeito antagbnico apenas na associagdo do extrato com a
clindamicina (Figura 3)

Uma das substancias presentes no extrato foram a flavonas e flavonois que
séo flavonoides , eles modulam a atividade de enzimas e afetam o comportamento
de muitos sistemas celulares, exercendo efeitos benéficos sobre o organismo.
Os mecanismos da atividade antimicrobiana dos flavonoides inibem a sintese de
acidos nucleicos, inibem a funcdo da membrana citoplasmatica, do metabolismo
energético, a aderéncia e formagéo de biofilme, além de inibirem as porinas na
membrana celular que afetam a bomba de efluxo, a permeabilidade de membrana e
diminuiem a patogenicidade (XIE et al. 2015)

Um outro estudo desenvolvido, pode-se evidenciar a forte presenca de
compostos fendlicos e flavonoides, bem como terpenos, derivados antracénicos e
esteroides em extratos obtidos por diferentes métodos em varias partes da planta.
A maceragéo das cascas foi o método que demonstrou ser mais eficiente para a
extragdo de compostos fendlicos e flavonoides das cascas de H. martiana (OLIVEIRA
et al., 2016). Foram estudados os métodos extrativos por maceragao e turbdlise e a
melhor condigéo extrativa foi 0 do extrato obtido por turbdlise preparado com etanol
a 50% e proporcao 1:30, que apresentou melhores resultados no planejamento
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fatorial para rendimento, compostos fendlicos totais e flavonoides totais (OLIVEIRA,
2015).

Foi realizado o procedimento para a determinacdo do CIM (Concentragédo
Inibitéria Minima), com as bactérias de linhagem padrdo (Escherichia coli;
Staphylococcus aureus, e Pseudomonas aeruginosa) e foram obtidos resultados =
1024ug/mL.

Em relacdo a avaliagdo da atividade moduladora do extrato, associadas
aos aminoglicosideos (gentamicina e amicacina) e lincosamidas (clindamicina), os
resultados demonstraram que o extrato associado com os antibiticos apresentoram
sinergismo com p < 0,001 frente & bactéria Escherichia coli (Figura 1). Na linhagem
de Staphylococcus aureus houve efeito sinérgico apenas na associagdo do extrato
com a amicacina com p < 0,001 (Figura 2). Enquanto a linhagem de Pseudomonas
aeruginosa houve efeito antagbnico apenas na associagdo do extrato com a
clindamicina (Figura 3).

Escherichia coli
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E= Clindamicina
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Figura 1. Gréafico demonstrativo da modulagéo do extrato metandlico da folha de
Hymenaea martiana Hayne na presenca e na auséncia dos antibioticos frente a
bactéria Escherichia coll.
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Figura 2. Gréafico demonstrativo da modulagéo do extrato metandlico da folha de
Hymenaea martiana Hayne na presenga e na auséncia dos antibioticos frente a
bactéria Staphylococcus aureus.
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Figura 3. Gréafico demonstrativo da modulagéo do extrato metandlico da folha de
Hymenaea martiana Hayne na presenca e na auséncia dos antibioticos frente a
bactéria Pseudomonas aeruginosa

41 DISCUSSAO

Os resultados fitoquimicos mostraram presenca de flavondides, estes
metabdlicos secundarios sdo compostos aromaticos que podem ser divididos
em flavondis (quercetina), flavonas (rutina), flavanoéis (catequina), flavanonas
(naringenina), isoflavonas (genisteina) e antocianinas (cianidina) (SCALBERT et al.,

2005). Os flavonoides nas plantas tém a capacidade de protegé-las contra fatores
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externos como danos causados pela radiacdo, contra microrganismos, insetos e
outros animais herbivoros, e também na interacdo mutualistica de insetos e plantas
por meio da atragdo de insetos polinizadores onde ha beneficio para ambas as
espécies. (HARBORNE; WILLIAMS, 2000).

Nos seres humanos estes compostos podem reduzir o risco de varias
doencgas (KREIS et al., 2017) , devido a seu poder antioxidante (funcionam como
sequestradores de radicais ou como quelantes de metais, agindo tanto na etapa
de iniciagdo como na propagagdo de processos oxidativos) (HEIM et al., 2002).
Varios estudos descritos na literatura mostram que os flavondides apresentam
atividades farmacoldgicas como antiinflamatéria, vasodilatadora, antiplaquetaria e
antimicrobiana (OLIVEIRA et al., 2018; COUTINHO et al., 2009; WOODMAN, 2009,
FENG et al., 2012, FU et al., 2013).

Foram evidenciados também presenca de fendis que possui grande
importancia farmacolégica, pois apresenta propriedades antioxidantes, bactericida
e cicatrizante em feridas cuténeas, o que confirma uma atividade moduladora frente
a alguns antibiéticos (LOPES et al., 2005). A determinagéo do CIM (Concentracédo
Inibitéria Minima), com as bactérias de linhagem padrédo (Escherichia coli;
Staphylococcus aureus, e Pseudomonas aeruginosa) foram obtidos resultados =
1024pug/mL, concentracédo considerada clinicamente irrelevante.

Em relacdo a avaliacdo da atividade moduladora do extrato, associadas
aos antibidticos, os resultados demonstraram que o extrato apresentou sinergismo
em alguns casos, essa atividade est4 relacionado com a capacidade que o extrato
tende a modificar a agéo de antimicrobianos, pois podem apresentar maior afinidade
com a estrutura da bactéria (COUTINHO et al., 2010; SILVA, 2018).

Enquanto o antagonismo pode esta associado como a quelacdo do
antibiotico, ligacdo dos compostos a locais especificos dos antibibticos, fazendo
com que reduza o seu espectro de atividade dos antibidticos (WAGNER; ULRICH-
MERZENICH, 2009).

Outra possivel explicacé@o para o sinergismo deve-se ao fato da presenca dos
flavanoides e fendis, pois este apresenta grupos fendlicos hidroxilo que aumenta
a afinidade entre as proteinas das bactérias e do extrato, por esse motivo, atuam
como inibidores de enzimas bacterianas, assim como interferem nas suas vias de
sintese (ALCARAZ et al., 2000; AVILA, et al., 2008; LI et al., 2012; SATO et al.,
1995).

Muitos estudos descritos na literatura evidenciam que extratos de plantas
podem modificar a atividade de antimicrobianos e assim melhorar seu desempenho
diminuindo a concentragdo necessaria para que haja inibicdo do crescimento,
atuando na eliminagéo de plasmidios ou inibicdo da bomba de efluxo (COUTINHO
et al., 2010; SILVA, 2018)
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51 CONCLUSAO

Os resultados obtidos nesta pesquisa sdo promissores, pois os estudos
indicaram que o extrato metanoélico da folha de Hymenaea martiana Hayne nao
apresentou atividade antimicrobiana, no entanto foi capaz de modificar a acao
dos antibiéticos em alguns casos, possivelmente essa capacidade sinérgica deve-
se a presenca de metabdlitos secundarios no extrato com reconhecida atividade
antimicrobiana. No entanto novos estudos devem ser realizados para comprovar
atividade moduladora e elucidar o mecanismo da mesma.
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RESUMO: Bactérias do acido acético (BAA)
desempenham um importante papel na produgéo
de vinagre, sendo responsaveis pela oxidagcéo
do etanol diluido a &cido acético e agua.
Quantificagbes rapidas e precisas de células
viaveis de BAA sao de grande interesse para a
industria de vinagre, uma vez que 0 seu processo
€ dindmico e exige um controle bastante rigoroso.
Tendoisso emvista, o presente trabalho teve como
objetivo propor o teste de exclusdo com azul de
trypan (TB) sob camara de Neubauer como uma
método alternativo e rapido em substituicdo ao
método de contagem em placas. Primeiramente,
o isolado bacteriano, Komagataeibacter
intermedius, foi cultivado (30 °C / 96 horas / 120
rpm) em caldo MYP para a construgdo da curva
de crescimento. Verificou-se que em 72 horas, a
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sua viabilidade foi maxima. A partir desses dados
procedeu-se a padroniza¢do do inéculo para a
comparacéo entre os dois métodos de contagem.
Nossos resultados mostraram que a viabilidade
celular de K. infermedius, utilizando-se o teste de
exclusdo com TB e a contagem em placas, néo
mostraram diferenca significativa entre si. Sendo
assim, a utilizagdo do método de TB sob camara
de Neubauer pode ser considerado promissor no
controle qualidade microbiolégico de industrias
vinagreiras.

PALAVRAS-CHAVE: Acido acético, azul de
trypan, Neubauer.

USE OF THE TRYPAN BLUE EXCLUSION
TEST UNDER NEUBAUER’S CHAMBER
FOR THE COUNTING OF ACETIC ACID

BACTERIA

ABSTRACT: Acetic acid bacteria (BAA) play
an important role in the production of vinegar
and are responsible for the oxidation of dilute
ethanol to acetic acid and water. Rapid and
accurate quantifications of viable BAA cells
are of great interest to the vinegar industry
since its process is dynamic and requires quite
strict control. The objective of this study was to
propose the exclusion test with trypan blue (TB)
under Neubauer chamber as an alternative and
fast method to replace the plate counting method.
First, the bacterial isolate, Komagataeibacter
intermedius, was cultured (30 ° C / 96 hours /
120 rpm) in MYP broth to construct the growth
curve. It was verified that in 72 hours, its viability
was maximum. From these data, the inoculum
was standardized to compare the two counting
methods. Our results showed that the cellular
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viability of K. intermedius, using the TB exclusion test and the plaque count, showed
no significant difference between them. Therefore, the use of the TB method under
Neubauer chamber can be considered promising in the control of the microbiological
quality of vinegar industries.

KEYWORDS: Acetic acid, trypan blue, Neubauer.

11 INTRODUGAO

A producéo do vinagre € um processo biotecnolégico na qual, bactérias do
acido acético (BAA) desempenham um importante papel na oxidacdo do etanol
diluido a é&cido acético e 4gua (GULLO; GIUDICI, 2008). Conhecido pelas mais
antigas civilizacdes (TESFAYE et al., 2002), o processo fermentativo do vinagre
tem sido alvo de numerosos estudos microbiol6gicos. No entanto, o conhecimento
sobre a diversidade microbiana e seus papéis envolvidos na fermentagéo ainda séo
bastante limitados (LI et al., 2015 ).

Atualmente, muitas indUstrias vinagreiras modernas ainda utilizam culturas
mistas desconhecidas ou “mée do vinagre” para dar inicio ao processo, uma vez que,
culturas iniciadoras bem definidas ndo estédo disponiveis comercialmente devido a
dificuldades no isolamento de cepas, cultivo e preservacédo de BAA (SOKOLLEK,
HERTEL, HAMMES, 1998; NDOYE et al., 2009). A transformagéo biotecnologica
do vinagre também necessita de programas de controle de qualidade que possam
monitorar sua dindmica microbiana de forma rapida, barata e precisa.

Métodos de deteccao convencionais, além de requererem um tempo maior,
sdo incapazes de identificar microrganismos n&o-viaveis ou nao-cultivaveis,
podendo resultar em subestimacgéo da concentragao microbiana (MESA et al., 2003;
BAENA-RUANO et al., 2006). A viabilidade de BAA tem sido avaliada com sucesso
por métodos mais sofisticados, como a microscopia de epifluorescéncia direta e
citometria de fluxo. No entanto, sdo métodos que necessitam de equipamentos de
alto custo e conhecimento técnico especializado em relacdo a célula microbiana e
ao gerenciamento de dados instrumentais obtidos (MALACRINO et al., 2001; MESA
et al., 2003; BAENA-RUANO et al., 2006).

O teste de excluséo por azul de trypan (TB) € um ensaio simples que pode
contribuir muito para a rapida determinacao de microrganismos viaveis em processos
de alimentos como a do vinagre. Neste método, as células mortas absorvem o TB
dentro do citoplasma devido a perda da seletividade da membrana, enquanto as
vivas permanecem néo coradas (STROBER, 2015; AVELAR-FREITAS et al., 2014).
Assim, o numero relativo de células mortas e vivas pode ser obtido por microscépio
optico, utilizando-se uma camara de Neubauer (AVELAR-FREITAS et al., 2014). A
avaliacdo da viabilidade celular com o corante TB sob cdmara de Neubauer tem sido
amplamente aplicada em pesquisas biomédicas (KIM et al., 2011; SALEM, ATTIA,
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GALAL, 2016; ) MULLER et al., 2015; CHANG et al., 2015; KIESEL, STAN, 2017),
porém, seu potencial ndo tem sido explorado para a enumeracéo de BAA a partir da
fermentagéo do vinagre.

Tendo isso em vista, o objetivo deste trabalho foi avaliar a possibilidade do
uso do teste de excluséo por TB sob camara de Neubauer para contagem de células
vidveis de BAA como um método alternativo e rapido em substituicdo ao método de

contagem em placas.

21 MATERIAL E METODOS

2.1 Microrganismo e condicdes de crescimento

Neste trabalho, a linhagem isolada de acetador submerso, Komagataeibacter
intermedius, foi obtida de dorna de fermentacéo de indUstria localizada no Estado de
Séao Paulo. O isolado bacteriano foi preservado com o crioprotetor extrato de malte
a 20% (p/v) (SOKOLLEK; HERTEL; HAMMES, 1998) e armazenado a -80 °C na
colecédo de culturas da Universidade Estadual de Londrina, sediada em Londrina-
PR.

Anteriormente a realizagdo dos experimentos, uma aliquota de 100 pL do
microrganismo estocado foi cultivado em tubo contendo 3 mL de caldo Manitol Yeast
Peptone (MYP; Manitol, 25 g/L; Extrato de levedura, 5 g/L; Peptona 3 g/L) (DE LEY;
GOSSELE; SWINGS, 1984) e incubado a 30 °C em agitador rotat6rio a 120 rpm por
48 horas. Ap6s incubacéo, o inéculo foi semeado por esgotamento em placas de
agar MYP solidificado, preparadas segundo o método da dupla camada (ENTANI
et al.,1985), e incubadas em estufa a 30 °C por no minimo 48 horas, em estufa
com umidade relativa > 90%. A partir da placa com crescimento, 3 a 5 colbnias
caracteristicas e isoladas foram tocadas e transferidas para tubo contendo 5 mL de
caldo MYP e incubado novamente em agitador rotatério a 120 rpm por 48 horas. Em
seguida, todo conteldo foi transferido para um erlenmeyer de 50 mL de caldo MYP
e novamente incubado a 30 °C sob agitaca@o (120 rpm) por 96 horas.

2.2 Curva de crescimento de K. intermedius

O crescimento bacteriano foi monitorado durante 96 horas a 30°C, conforme
Lida e colaboradores (2008) com algumas modificagbes. As amostras foram
coletadas a cada 24 horas e vérias diluicbes seriadas foram realizadas para a
semeadura em agar MYP pelo método de semeadura em gotas (Drop Plate) (MILES;
MISRA; IRWIN, 1938). As placas foram incubadas a 30°C, por no minimo 48 horas.
Concomitantemente, aliquotas de 2 ml foram utilizadas para a determinacéo
da concentracdo celular do in6culo através de espectrofotometria a 660 nm de
Absorbancia.
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2.3 Comparacao de métodos de quantificacdao da populacao

2.3.1 Padronizagéo do inoculo

A partir da curva de crescimento, foi possivel definir o periodo ideal em que
a bactéria estivesse proxima a fase estacionéaria, com contagens préximas a 9 log
UFC/mL, ou seja, com 72 horas de incubacgédo. Assim, a bactéria foi entao coletada
por centrifugacdo a 5000 rpm por cinco minutos, lavando-se trés vezes e sendo
ressuspendida em agua peptonada 0,1% estéril. O in6culo foi padronizado por
espectrofotometria a 580 nm (%T 22-26) ou 660 nm (OD 1,2 — 1,3) de modo que a
concentracgédo final apresentasse aproximadamente 9 log UFC/mL.

2.3.2 Teste de exclusdo de azul trypan sob camara de Neubauer

Este teste avalia a integridade estrutural da membrana bacteriana
empregando-se 0 corante azul de trypan. O in6culo padronizado foi diluido em
agua peptonada 0,1%, quando necessério, e adicionadas de corante de azul de
trypan 0,2%. A mistura foi homogeneizada e uma pequena aliquota foi aplicada no
hemocitdmetro para a contagem das células e analise sob microscépio. Tomou-se
o devido cuidado para que este procedimento fosse realizado dentro de um periodo
de 3 — 5 minutos, uma vez que um longo periodo de incubagéo poderia acarretar na
morte celular e reducéo da viabilidade (STROBER, 2015).

Embora a camara fosse subdividida em 25 grupos, compostos por 16
quadrados cada, apenas cinco grupos (0,04 mm?2 cada um) na diagonal foram
utilizados para contar. A contagem de células viaveis foi realizada a partir daquelas
que ndo apresentaram coloracdo azulada e os resultados expressos em log UFC/

mL. Os experimentos foram realizados em triplicata.

2.3.3 Contagem por semeadura em superficie (drop plate)

A partir do in6culo padronizado em OD, contagens de Komagataeibacter
intermedius foram realizadas pelo método de semeadura em gotas. Aliquotas de 0,2
ml de diluicbes apropriadas foram semeadas em placas contendo agar MYP com
sobrecamada e incubadas em estufa a 30 °C, por no minimo 48 horas. A contagem
de células viaveis foi expressa em log UFC/ml. Os experimentos foram realizados
em ftriplicata.

31 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados foram analisados utilizando-se analise de variancia (ANOVA) e
teste de Tukey. A analise estatistica foi realizada com nivel de 5% de significancia.
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41 RESULTADOS E DISCUSSAO

Curva de crescimento de K. intermedius

A construgdo da curva de crescimento € uma importante ferramenta para
analise do numero de bactérias presentes no meio de cultura ao longo do periodo de
incubacgéo. O crescimento padréo é composto por seis fases distintas: fase lag, fase
de aceleragao, fase exponencial (ou log), fase de desaceleracao, fase estacionaria
e fase de morte (FORSYTHE, 2013).

Sabendo disso, construiu-se primeiramente a curva de crescimento para
K. intermedius (Figura 1). Observou-se que a medida que o tempo de incubacao
aumentava, a turbidez das amostras e a densidade Otica também aumentavam
proporcionalmente. A concentracéo inicial de células viaveis foi equivalente a 7,22
log UFC/mL, alcangando um crescimento maximo de 9,18 log UFC/mL em 72 horas.
A densidade 6tica, por equivaléncia, atingiu um valor méaximo de 1,34 no periodo de
96 horas, porém, observou-se um decréscimo da viabilidade de K. intermedius de
aproximadamente 1,0 log UFC/mL.

A partir do que foi analisado, foi possivel definir o melhor periodo para a coleta
do inéculo (72 horas), ou seja, proximo a fase estacionaria, na qual, as contagens
bacterianas apresentaram-se proximas a 9 log UFC/mL.

1,6 4 10,00

1,4 - —a— DO

—&— Células vidveis

DO - 660 nm
Células vidveis (log UFG/mL)

0 24 48 72 96

Tempo |horas)

Figura 1 - Curva de crescimento e densidade éptica (DO) a 660 nm de K. intermedius

Comparacao de métodos de quantificacdo da populacdo de BAA

O processo de fabricacao do vinagre ainda carece de métodos microbiol6gicos
que possam monitorar a sua diversidade microbiana de forma rapida, precisa, barata
e que possibilite 0 isolamento de BAA.

Conforme Entani et al. (1985), no método de semeadura em placas, a adicéo
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de 0,5% de agar na camada inferior e de 1,0% de agar na segunda camada reduz
parcialmente o problema de cultivo e isolamento de BAA. No entanto, o tempo
de incubacgéo o torna inviavel para processos fermentativos como a do vinagre.
Diferentemente do teste de exclusdao com TB sob camara de Neubauer, que fornece
resultados rapidos e precisos, como foi observado no presente trabalho. Podemos
observar por meio da Figura 2 que as contagens de células viaveis de K. intermedius
pelo método de excluséo com TB nado apresentaram diferencas significativas em

relacéo as contagens realizadas em placa.

Células viaveis (Log
UFC/mL)

Contagem em Placa TB + Neubauer

Figura 2 - Comparagéao nas contagens de células viaveis de K. intermedius pelos
métodos de semeadura em placas (Drop plate) e teste de exclusdo por TB sob camara
de Neubauer.

De acordo com nosso conhecimento, ndo ha trabalhos que comparem
contagens de BAA realizadas por este teste com a semeadura em placas. No
entanto, um estudo conduzido por Avelar-Freitas e colaboradores (2014), comparou
simultaneamente a viabilidade de células mononucleares de sangue periférico
(CMSP) por trés métodos (citometria de fluxo, coloragdo com lodeto de propidio
e teste de exclusdo por TB) e ndo encontrou diferencas significativas em seus
resultados. Além disso, a avaliagdo da viabilidade celular com o corante TB sob
camara de Neubauer tem sido amplamente aplicada em pesquisas biomédicas (KIM
et al., 2011; SALEM, ATTIA, GALAL, 2016; MULLER et al., 2015; CHANG et al.,
2015; KIESEL, STAN, 2017).

51 CONCLUSAO

Nosso estudo mostrou que a utilizagdo do método de TB sob camara de
Neubauer para a contagem de BAA pode ser uma ferramenta promissora no controle
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de qualidade microbioldgico e para a investigagdo da dinamica de crescimento de
microrganismos de industrias vinagreiras.
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RESUMO: Bactérias do é&cido acético séo
conhecidas pela sua habilidade em produzir
quantidades expressivas de exopolissacarideos,
tal como a levana, celulose, acetana ou xilanana,
assim como gluconacetanas. Espécies de
Komagataeibacter produzem celulose bacteriana
(CB) a niveis comerciais, e estas, devido as suas
propriedades Unicas demonstram aplicabilidade

Ciéncias Biologicas: Consideracdes e Novos Segmentos

xylinus

em varios setores industriais, que varia desde a
fabricacdo de alimentos até o seu uso como um
material para tratamentos de pele. Além da CB,
Komagataeibacter também tem demonstrado
produzir exopolissacarideos solUveis em agua
a partir de substrato a base de sacarose. E
assim como a CB, poderiam ser empregadas
tanto na é&rea biomédica como na industria
alimenticia. Esta pesquisa buscou verificar
a capacidade da bactéria Komagataeibacter
xylinus ATCC 700178 produzir simultaneamente
a CB e exopolissacarideos sollveis em agua
(EPS1) a partir de substrato contendo sacarose
em condicbes de agitagcdo. Como resultado,
obtivemos que, apesar do meio de fermentagcéo
ainda nédo estar otimizado, a cepa de referéncia
produziu simultaneamente quantidades razoaveis
dos dois exopolissacarideos (0,70 + 0,03 g.L
"de CB e 14,23 + 0,35 g.L'" de EPS1). Deste
modo, estudos posteriores seriam necessarios
com relagdo ao aumento de produgcéo (CB e
EPS1) e caracterizagdo do EPS1, uma vez que
a aplicabilidade da CB ja é bastante conhecida
em vérias areas e a descoberta de novos
biopolimeros poderia abrir ainda mais o leque de
oportunidades para as industrias.

PALAVRAS-CHAVE: Exopolissacarideos,
celulose, acido acético, sacarose.

SIMULTANEOUS PRODUCTION

OF EXOPOLYSACCHARIDES BY

KOMAGATAEIBACTER XYLINUS
ABSTRACT: Acetic acid bacteria are known for
their ability to produce significant amounts of
exopolysaccharides, such as levan, cellulose,
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acetan or xylanan, as well as gluconacetans. Komagataeibacter species produce
bacterial cellulose (CB) at commercial levels, and these, due to their unique properties,
demonstrate applicability in several industrial areas, ranging from the manufacture of
food to its use as a material for skin treatments. In addition to CB, Komagataeibacter
has also been shown to produce water-soluble exopolysaccharides from sucrose-
based substrate under shaker conditions. Just like CB, they could be used both
in the biomedical area and in the food industry. This research sought to verify the
ability of the bacteria Komagataeibacter xylinus ATCC 700178 to simultaneously
produce CB and water-soluble exopolysaccharides (EPS1) from substrate containing
sucrose. As a result, we obtained that, although the fermentation medium is not yet
optimized, the reference strain produced simultaneously reasonable amounts of the
two exopolysaccharides (0.70 +0.03 g.L" of CB and 14.23 + 0.35 g.L"" of EPS1). Thus,
further studies would be necessary in relation to the increase in their production (CB
and EPS1) and characterization of EPS1, since the applicability of CB is already well
known in several areas and the discovery of new biopolymers could open even more
the range of opportunities for industries.

KEYWORDS: Exopolysaccharides, cellulose, acetic acid, sucrose.

11 INTRODUGAO

Polissacarideos microbianos sé@o produzidos por uma ampla gama de
bactérias, apresentando uma extrema diversidade em termos de estrutura quimica
e composicdo (PERUMPULI; WATANABE; TOYAMA, 2014; ROCA et al., 2015).
Bactérias do acido acético, porexemplo, sdo capazes de produzirgrandes quantidades
de exopolissacarideos, quer homopolissacarideos como a levana e a celulose
bacteriana, compostos por mondémeros de frutose e glicose, respectivamente, assim
como heteropolissacarideos como a acetana ou xilanana (formados por monémeros
de glicose, manose, acido glucurdnico e ramnose) e gluconacetana (BRANDT et al.,
2017; KORNMANN et al., 2003; SEMINO; DANKERT, 1993).

A celulose bacteriana € um exopolissacarideo que tem chamado bastante
atencéo devido as suas propriedades unicas. Este polimero possui alta resisténcia
a tracdo, estabilidade térmica, alta pureza, alto grau de polimerizagdo, grande
capacidade de retencéo de agua, além de mostrar excelente biodegradabilidade e
biocompatibilidade (CACICEDO et al., 2016; QIU; NETRAVALI, 2014; RUKA et al.,
2014; FAN et al., 2016; HUANG et al., 2014; KESHK, 2014; SHODA; SUGANO, 2005;
WANG et al., 2017). Todas essas caracteristicas fazem dela um polimero promissor
em diversas areas de aplicagéo. Na industria de alimentos, a utilizagdo mais popular
da celulose € na fabricacdo da Nata de coco, uma sobremesa tradicional bastante
consumida no sudeste asiatico, produto da fermentacdo realizada pela bactéria
Komagataeibacter xylinus (SHI et al., 2014; ULLAH; SANTOS; KHAN, 2016). Aléem
da area de alimentos, a celulose tem sido utilizada na area médica, farmacéutica, de
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cosméticos, em materiais de embalagens e fabricacéo de papéis (SHI et al., 2014).

Por outro lado, estudos recentes tém mostrado que BAA também possuem
habilidade a produzir exopolissacarideos sollveis a partir de substrato a base
de sacarose (HERMANN; PETERMEIER; VOGEL, 2015; JAKOB et al., 2013;
MOLINARI, BOIARDI, 2013 SEMJONOVS et al., 2015; SRIKANTH et al., 2015;
UA-ARAK, JAKOB, VOGEL, 2016; UA-ARAK, JAKOB, VOGEL, 2017). Estes
biopolimeros tém demonstrado variadas atividades biolégicas como atividade
antioxidante, anti-inflamatéria, antitumoral, entre outros, sendo aplicaveis a diversas
areas da biomedicina. Em alimentos, tém sido estudadas como possiveis candidatos
a prebibticos e impactado diretamente na qualidade de produtos de panificagdo
(HERMANN; PETERMEIER; VOGEL, 2015; JAKOB; STEGER; VOGEL, 2012).

Tendo isso em vista, o objetivo deste trabalho foi verificar a capacidade da
bactéria K. xylinus produzir simultaneamente a CB e EPS1 a partir de substrato
contendo sacarose.

21 MATERIAL E METODOS

2.1 Microrganismo, condi¢6es de cultivo e fermentacao

Neste trabalho, foi utilizada a cepa de referéncia K. xylinus ATCC 700178,
armazenada na colecéo de culturas da Universidade Estadual de Londrina, sediada
em Londrina-PR.

Primeiramente, a bactéria foi cultivada em agar MYP (2,5% manitol, 0,5%
extrato de levedura, 0,3% peptona, 1,0% éagar) (SOKOLLEK; HERTEL; HAMMES,
1998) e incubada por 72 h a 30 °C. Em seguida, uma alcada a partir da placa
foi inoculada em frascos de 250 mL contendo meio liquido HS (2,0% D-glicose,
0,5% peptona, 0,5% extrato de levedura, 0,27% Na,HPO,, 0,115% écido citrico,
pH ajustado para 6,0) e adicionada de 0,2% de celulase. Este in6culo foi mantido
a 30 °C sob agitagdo a 120 rpm (WANG; XIANG; WANG; LI, 2016) até que uma
absorbancia de 0,6 (600nm) fosse alcangada. Células foram centrifugadas e lavadas
repetidamente com agua destilada, ressuspendidas e inoculadas a 1,0% (v/v) em
meio HS modificado contendo 50 g.L' de sacarose. O meio inoculado foi incubado
por 96 h a 30 °C sob agitacdo a 150 rpm.

2.2 Isolamento e determinacao da CB e do exopolissacarideo soltvel a
partir do meio liquido

Apb6s o término do processo fermentativo, a CB (em forma de esferas e
insoluvel em agua) foi separada fisicamente por filtracdo e o EPS1 foi isolado a
partir do caldo remanescente.
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2.2.1 Purificagédo e quantificagcdo da CB

A CB foi primeiramente lavada em agua e submetida a purificacao com NaOH
1,0 mol/L a 80 °C por 1 h para a remocao de células e meio de cultura residual.
ApOs aquecimento, as esferas de CB foram lavadas repetidamente com agua para
a completa remocgéo de éalcali (até pH neutro). Por fim, a CB foi secada a 60 °C por
24 h e a produgao determinada por pesagem (g.L™").

2.2.2 Isolamento e quantificacdo do EPS1

Para o isolamento do EPS1, um volume do sobrenadante remanescente foi
centrifugado a 5000 rpm por 20 minutos para a remoc¢éo de células, e em seguida
homogeneizado com trés volumes de alcool etilico 99% (1:3; v.v'') para precipitagéo.
Esta mistura foi mantida a -20 °C por 24 h e subsequentemente centrifugada a 5000
rpm por 30 minutos. O precipitado foi entdo ressuspendido em agua destilada, e
a solugao resultante liofilizada. O EPS1 foi finalmente pesado e a produtividade
calculada em peso seco (g.L"). A Figura 1 ilustra todo o processo de producgéo e
isolamento dos exopolissacarideos produzidos.

Producdo simultdnea de celulose e EPS1
por K. xylinus ATCC 700178

IIn('JCUIo de K. xylinus ATCC 700178

Producdo de CB e EPS1 em frascos Erlenmeyer contendo meio Hestrin-
Schramm a base de sacarose (50 g.L-") < Inc. 30 *C / 96h / 150 RPM
Separacao da CB do Centrifugacdo do caldo
caldo de fermentacdo remanescente
Puriﬂcagéo da CB (80 Precipitagéo do
°C /60 min) com NaOH sobrenadante com etanol
1,0 M
Lavagem com agua até Refrigeracdo, ({enlrifugagéo
pH neutro e ressuspensdo em agua
ultrapura.
Secagem e calculo de Ciotin —
produtividade em peso 'Fl’ ! 'Izaga" € F;ef?gderg para
seco (g L-1) calculo de produtividade em

peso seco (g.L™")

Figura 1 — Processo de produgéo e isolamento de CB e EPS1 a partir de K. xylinus
ATCC 700178.

Ciéncias Biologicas: Consideracdes e Novos Segmentos Capitulo 5 “



31 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados foram analisados utilizando-se analise de variancia (ANOVA) e
teste de Tukey. A analise estatistica foi realizada com nivel de 5% de significancia.

41 RESULTADOS E DISCUSSAO

Varias espécies de BAA sintetizam consideraveis quantidades de
exopolissacarideos (KORNMAN et al.,, 2003; ROCA et al., 2015). Espécies
pertencentes aos géneros Gluconacetobacter, Komagataeibacter e Acetobacter
sé@o habeis a sintetizar celulose (VALERA et al., 2015), porém, apenas espécies
de Komagataeibacter podem produzir CB a niveis comerciais, dando-se destaque
especialmente para K. xylinus e K. hansenii (LIN et al., 2013; RANGASWAMY et al.,
2015). Ja a producgéao de exopolissacarideos solUveis em agua por K. xylinus quando
cultivada em meio contendo sacarose foi previamente reportada por TAJIMA et al.
(1998), KORNMANN et al. (2003) e recentemente por SRIKANTH et al. (2015), apesar
de outros géneros de BAA como Gluconacetobacter, Gluconobacter, Neoasaia
e Kozakia também apresentarem esta capacidade (HERMANN; PETERMEIER,;
VOGEL, 2015; JAKOB et al., 2013; MOLINARI, BOIARDI, 2013 SEMJONOVS et
al.,, 2015; SRIKANTH et al., 2015; UA-ARAK, JAKOB, VOGEL, 2016; UA-ARAK,
JAKOB, VOGEL, 2017).

Neste trabalho, K. xylinus ATCC 700178 foi capaz de produzir
simultaneamente, 0,70 + 0,03 g.L"'de CB (insoliveis em agua e em formato de
esferas) e 14,23 + 0,35 g.L-"de EPS1 (soluvel em agua) em meio HS sacarose sob
condi¢cbes de agitagédo (Figura 2).

Figura 2 — Producgéo simultanea de celulose (A) e EPS1 (B) por K. xylinus ATCC
700178 a partir de substrato contendo sacarose.

Apesar da producéo de CB pela cepa de referéncia nao ter sido produzida em
maiores quantidades quando comparadas aos estudos de MOHITE et al. (2013) (5,0
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g.L™"; meio de sacarose), ATWA et al. (2015) (8,25 g.L'; Meio CSL modificado), Ul-
ISLAM et al. (2013) (10,45 g.L'; meio MAE), podemos justificar nossos resultados
pelo fato de que a producao de CB varia conforme as condi¢bes fermentativas (fonte
de carbono, nitrogénio, velocidade de agitagdo, tempo de incubacéo e diferentes
indutores), da cepa bacteriana utilizada, assim como outros fatores. Além disso,
podemos salientar que as condicbes empregadas neste trabalho ainda ndo foram
otimizadas.

Quanto a producéo de EPS1, podemos dizer que € necessério uma posterior
caracterizagdo do biopolimero para que o mesmo seja corretamente identificado
e assim possamos comparar 0s resultados encontrados. A identificacdo do
polissacarideo pode ser realizada por meio de andlises cromatograficas a fim de
se obter os mondmeros que o compde, por analises de FT-IR (Espectroscopia
no Infravermelho com Transformada de Fourier) para a verificagdo dos grupos
funcionais da molécula, assim como por analises de RMN (Ressonancia Magnética

Nuclear) para a determinagéo dos tipos de ligagéo envolvidos.

51 CONCLUSAO

Nosso estudo mostrou que apesar do meio de fermentagéo ainda nédo estar
otimizado, a cepa de referéncia foi capaz de produzir simultaneamente quantidades
razoaveis dos dois exopolissacarideos. Deste modo, seria necessario um estudo
mais aprofundado em relagéo ao aumento de producao (CB e EPS1) e caracterizacéo
do EPS1, uma vez que a aplicabilidade da CB ja é bastante conhecida em varias
areas e a descoberta de novos biopolimeros poderia abrir ainda mais o leque de
oportunidades para as industrias.
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GARDNERIANA SCHAUER

RESUMO: As plantas sdo fontes naturais de
varias substancias bioativas, encontradas
em extratos, metabolitos secundarios e 6leos
essenciais. Varias atividades biologicas foram
atribuidas aos 6leos essenciais como antivirais,
inseticidas, antiparasitarios, antioxidantes
e antimicrobianos. O uso indiscriminado de
antibiéticos aumentou o desenvolvimento de
mecanismos de resisténcia de microrganismos.
Assim, a busca por compostos naturais eficientes
com atividade antimicrobiana e baixa toxicidade
aumentou, portanto os Oleos essenciais tém
sido uma alternativa promissora no combate as
infeccdes microbianas. Este estudo foi realizado
parainvestigar a composi¢ao quimica e espectros
de absorbancia no infravermelho, atividade
antibacteriana e atividade potencializadora de
antibidticos de 6leos essenciais de folhas de V.
gardneriana. Os 6leos essenciais foram extraidos
das folhas de V. gardneriana e caracterizados por
espectroscopianoinfravermelho portransformada
de Fourier por refletancia total atenuada (ATR-
FTIR). O efeito antibacteriano desses 6leos e a
atividade potenciadora de antibiéticos, ambos
determinados pela concentragdo inibitoria
minima, foram avaliados usando placas de
microtitulagdo. Pela primeira vez, apresentamos
0 uso de espectros de absorvancia infravermelha
desses Oleos essenciais e mostramos a
influéncia da sazonalidade sobre eles. Efeitos
sinérgicos foram observados para os Oleos
essenciais associados aos antibidticos testados
(gentamicina, ampicilina e ofloxacina). Em
relacéo ao teste de atividade antibacteriana, os
Oleos essenciais das folhas de V. gardneriana
ndo apresentaram efeito direto nas cepas
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testadas. Entretanto, os o6leos essenciais, quando associados aos antibitticos,
apresentaram variagdes na concentragao inibitdria minima com os meses do periodo
sazonal, indicando efeitos sinérgicos contra a resisténcia bacteriana a Escherichia coli
e Staphylococcus aureus

PALAVRAS-CHAVE: Vitex gardneriana, ATR FT-IR, Atividade antimicrobiana,
Atividade potenciadora de antibiéticos.

ANALYSIS OF THE INFRARED SPECTRUM, INVESTIGATION OF
ANTIBACTERIAL ACTIVITY AND POTENTIALIZATION OF THE
ANTIBACTERIAL ACTIVITY OF ESSENTIAL OIL ON THE LEAVES OF
VITEX GARDNERIANA SCHAUER

ABSTRACT: Plants are natural sources of several bioactive substances, which have
been found in extracts, secondary metabolites, and essential oils. Several biological
activities have been attributed to essential oils as antiviral, insecticidal, antiparasitic,
antioxidant, and antimicrobial. The indiscriminate use of antibiotics has increased the
development of resistance mechanisms of microorganisms. Thus, search for efficient
natural compounds with antimicrobial activity and low toxicity has increased, so
essential oils have been a promising alternative for combating microbial infections. This
study was carried out to investigate the chemical composition and infrared absorbance
spectra, antibacterial activity, and antibiotic potentiating activity of essential oils from
V. gardneriana leaves. Essential oils were extracted from V. gardneriana leaves and
characterized by attenuated total reflectance Fourier transform infrared (ATR-FTIR)
spectroscopy. The antibacterial effect of these oils and antibiotic potentiating activity,
both determined by the minimum inhibitory concentration, were assessed using
microtiter plates. For the first time, we present the use of infrared absorbance spectra of
these essential oils and show the influence of seasonality on them. Synergistic effects
were observed for the essential oils associated with the antibiotics tested (gentamicin,
ampicillin, and ofloxacin). In regard to antibacterial activity test, the essential oils of the
V. gardneriana leaves did not show a direct effect on the strains tested. However, the
essential oils when associated with the antibiotics showed variations in the minimum
inhibitory concentration with the months of the seasonal period, indicating synergistic
effects against Escherichia coli and Staphylococcus aureus bacterial resistance
KEYWORDS: Vitex gardneriana, ATR FT-IR, Antimicrobial activity, Antibiotic
potentiating activity.

11 INTRODUGAO

Os Oleos essenciais sdo misturas que apresentam uma certa complexidade
dentre os compostos quimicos presentes em diversas espécies vegetais, dentre
estes os metabdlitos secundarios. Eles constituem um dos mais importantes grupos
de matéria prima para a indUstria alimenticia, farmacéutica, perfumaria e afins. Estes
6leos podem ser extraidos de diferentes partes da planta como: folhas, galhos,

raizes, frutos, sementes, flores, dentre outros. Algumas das estruturas vegetais

Ciéncias Biologicas: Consideracdes e Novos Segmentos Capitulo 6 “



sdo anatomicamente especializadas em acumular e secretar componentes dos
Oleos essenciais, como os idioblastos secretores, ductos e tricomas glandulares.
No organismo vegetal, os 6leos essenciais apresentam determinadas fungdes
ecoldgicas, agindo como mensageiros internos, defesa contra predadores e
como atrativo de agentes polinizadores (BASER e BUCHBAUER, 2010). Os 6leos
essenciais encontram sua maior aplicagcéo biol6gica como agentes antimicrobianos.
Esta capacidade, presente na grande maioria destes compostos, de certa maneira
representa uma extensao do proprio papel que exercem nas plantas, defendendo-as
de bactérias e fungos fitopatogénicos.

Na literatura trabalhos com género Vitex foram  descritos
etnofarmacolégicamente onde permitiu identificar o uso medicinal tradicional de
espécies desse género, dentre elas: V. mollis, como analgésico e anti-inflamatério,
além de ser usado para diminuir a dispesia, diarréia e disenteria (MEENA et al. 2011)
e a espécie V. agnus-castus cujo frutos tém sido utilizados em distarbios menstruais,
transtorno disforico pré-menstrual, insuficiéncia do corpo luteo, hiperprolactinemia,
infertilidade, menopausa, interrupcdo da lactagdo, dor ciclica na mama, condicdes
inflamatdrias, mastalgia ciclica, diarreia e flatuléncia (CARMICHAEL, 208; DUGOUA
et al. 2008; ONO et al. 2008).

V. gardneriana, popularmente conhecida como “jaramataia” (Figura 1), € uma
das Unicas espécies do género Vitex do sertdo Nordestino, podendo ser encontrada
em leitos de rios situados nos estados da Paraiba, Recife e Ceara. Apresenta um
hébito de crescimento em arbusto, alcancando 6 a 7 metros de altura. Possui folhas
simples e inflorescéncias de cor roxa claro. Seu fruto é tipo drupa carnosa, de formato
ovoéide e coloragéo verde oliva (SA BARRETO, 2004). Ha poucas informagées sobre
as atividades biologicas desta espécie. Foi demonstrado que os extratos de folhas
e cascas de caule de V. gardneriana apresentou atividade moluscicida em embrides
de Biomphalaria glabrata (Sa Barreto et al., 2007). Também foi relatada atividade
larvicida do extrato etandlico de V. gardneriana sobre as larvas de Aedes aegypti
(MONTEIRO et al. 2015). Ja seu extrato metandlico ndo demonstrou atividade
antifangica contra C. albicans (SA BARRETO et al. 2008). . A utilizacdo da solugéo
aquosa do extrato bruto ndo apresentou toxicidade aguda em camundongos nem
por administracdo oral, nem intraperitoneal, no entanto, houve um potente efeito
anti-edematogénico, antinociceptivo e hipnético (SA BARRETO et al. 2008).
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Figura 1 — V. gardneriana

Ha relato da presenca de iridoides e ecdisteroides nas cascas do caule de V.
gardneriana (SA BARRETO et al. 2005). A composigdo quimica do 6leo essencial de
V. gardnerianafoi determinada num periodo sazonal por Silva e colaboradores (SILVA
etal. 2019). Eles identificaram 27 compostos entre monoterpenos e em sua maioria
sesquiterpenos. Os componentes quimicos majoritarios foram 6,9-guaiadieno, cis-
calameneno e 6xido de cariofileno. No mesmo estudo, foi comprovada atividade
larvicida contra o A. aegypti.

Dada a importancia de conhecer o espectro caracteristico e as propriedades
antibacteriana do 6leo essencial da V. gardneriana é feito neste trabalho um estudo
de espectroscopia vibracional usando Infravermelho com transformada de Fourier
por reflexdo total atenuada (ATR-FTIR) e uma detalhada investigacéo atividade
antibacteriana e potencializacao da atividade antibacteriana de 6leo essencial das
folhas de V. gardneriana.

2| MATERIAL E METODOS

2.1 Material vegetal

Asfolhasde V. gardnerianaforam coletadasem 2016 emum experimentofazenda
da Universidade Estadual do Vale do Acarad, localizado a 11 km da cidade de Sobral,
estado do Ceara,nordeste do Brasil. A autenticagéo da planta foi realizada pela Elnatan
Bezerra de Souza (taxonomista de plantas) e uma amostra de voucher (No17703) foi
depositado no Herbério Francisco José de Abreu Matos, Sobral, Ceara, Brasil.

2.2 Obtencéo dos dleos essenciais

O dleo essencial foi obtido por hidrodestilagdo em aparelho do tipo Clevenger
durante 2h. Em seguida, o 6leo essencial foi coletado, armazenado frascos de vidro
e estocados em freezer a -18°C.
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2.3 Cromatografia Gasosa acoplada a Espectrometria de Massa
(CG-EM)

A analise por CG-EM foi realizado em um instrumento Agilent modelo GC-
7890B /MSD-5977A (quadrupolo), com impacto de elétrons a 70 eV, coluna HP-5MS
metilpolissiloxano (30 m x 0,25 mm x 0,25 um, Agilent), gas carreador hélio com
fluxo 1,00 mL.min", temperatura do injetor 250 °C, detector a 150 °C e linha de
transferéncia a 280 °C. Utilizou-se a seguinte programacao do forno cromatogréfico:
temperatura inicial de 70 °C, com rampa de aquecimento de 4 °C.min"' até 180 °C e
acréscimo de 10 °C/min até 250 °C ao término da corrida (34,5 min). A identificacao
dos compostos foi realizada pela analise dos padroes de fragmentagéo exibidos
nos espectros de massas com aqueles presentes na base de dados fornecidos pelo
equipamento (NIST versao 2.0 de 2012-243.893 compostos).

2.4 Cromatografia Gasosa com Detector de lonizacao de Chamas
(CG-DIC)

A andlise por CG-DIC foi realizada em um instrumento Shimadzu modelo CG-
2010 Plus, coluna RTX-5 metilpolissiloxano (30 m x 0,25 mm x 0,25 um), modo de
injecdo com divisao de fluxo 1:30, gas carreador nitrogénio com fluxo 1,00 mL.min"",
temperatura do injetor 250°C e temperatura do detector a 280°C. Utilizou-se a
mesma programacao do forno cromatografico das andlises realizadas em GC-EM. A
identificacdo dos compostos foi realizada através da comparagéo dos seus indices
de retencdo com os de compostos conhecidos, obtidos por inje¢do de uma mistura
de padrdes contendo uma série homologa de alcanos C.-C, .

2.5 Caracterizacao Espectroscopica por ATR-FTIR

O dleo essencial das folhas de V. gardneriana foi caracterizada pela técnica
de Reflexao Total Atenuada com Transformada de Fourier (ATR-FTIR) a temperatura
ambiente usando o espectrofotdmetro da marca Bruker, modelo Equinox-55. O
espectro de absorbancia foi registrado, na regiao de 130 a 4000 cm', com resolugéo
de 4 cm™.

2.6 Testes Microbioldgicos e Analises Estatisticas

2.6.1 Concentragdo inibitoria minima (MIC)

A CIM foi realizada em microplacas estéreis com 96 pocos e serao diluidas em
serie 1:1. A cultura em agar mantido em estoque seréo repicadas e repassadas para
caldo BHI e incubadas a 37° C por 24 horas. Ap6s esse periodo, foi preparado o meio
de distribuicdo em serie 1:10, sera adicionado em frascos de 100pL de meio BHI em
900pL de inbculo, e este meio de distribuicao foi transferido para cada cavidade 100
uL. ApOs esse processo, foi realizado a microdiluicdo do 6leo essencial das folhas
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de V. gardneriana, com concentracédo de 1024ug/dL, sendo feita a diluicdo de 100pL
até penultima cavidade. Controles positivos (meio + inéculo) foram incluidos nos
ensaios, na ultima cavidade. A placas preenchidas foram incubadas a 35+ 2°C por
24 horas (NCCLS, 2003). Para evidenciar a CIM da amostra de 6leo essencial das
folhas de V. gardneriana foi preparada uma solucéo indicadora de resazurina sodica
em agua destilada estéril na concentracéo de 0,01% (p/v). Apds a incubagéo, 20 pL
da solugéo indicadora foram adicionados em cada cavidade e as placas passarédo
por um periodo de incubacdo de 1 hora em temperatura ambiente. A mudanca de
coloracao azul para rosa devido a redugédo da resazurina indica o crescimento
bacteriano auxiliando a visualizagdo da CIM, definida como a menor concentragédo

capaz de inibir o crescimento microbiano, evidenciado pela cor azul inalterada.

2.6.2 Potencializacdo da atividade antimicrobiana

Para avaliar o éleo essencial das folhas de V. gardneriana como possivel
moduladora da acdo antibiética e antifingica, a CIM de antibiéticos orfloxacina,
gentamicina e amplicilina foram avaliadas na presenca e na auséncia do Oleo
essencial das folhas de V. gardneriana em microplacas estéreis. Os antibi6ticos
foram avaliados nas concentracdes variando de 1024 a 1,0 ug/mL pelo método
de microdiluicdo em caldo (CLSI, 2003). A metodologia proposta por Coutinho e
colaboradores (Coutinho et al., 2008) foi utilizada para avaliar o potencial do éleo

essencial das folhas de V. gardneriana para modificar a resisténcia aos antibiéticos.

2.7 Analise estatistica

Os resultados foram expressos em média aritmética + desvio padrao,
avaliados estatisticamente através da analise de variancia (ANOVA) seguido pelo
pos-test Bonferroni utilizando o software GraphPad Prism., as diferencas serdo
consideradas significativas quando p < 0,05.

31 RESULTADOS E DISCUSSOES

3.1 Composicao Quimica

A Tabela 1 resume o resultado obtido por Anélise por CG / EM e CG / DIC.
Na composicao identificada, trés monoterpenos, dois ndo oxigenados (a-pineno
e B-pineno) e um oxigenado (eucaliptol) e 24 sesquiterpenos, 21 ndo oxigenados
e 3 oxigenados. Esse resultado concorda com a literatura para a composicéo
quimica de 6leos essenciais do género Vitex, caracterizados por predominancia de
sesquiterpenos (SILVA et al. 2019). Os principais componentes identificados foram
6,9-guaiadeno (1) , cis-calameneno (2) e 6xido de cariofileno (3) (Figura 1).
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Compostos RI2 RIP %

a- Pineno 941 939 0,41
3-Pineno 984 979 0,55
a-Cubebeno 1354 1348 1,66
a-Copaeno 1380 1376 5,14
(-)-B-Bourboneno 1388 1388 0,11
-Cubebeno 1393 1387 0,46
-Elemeno 1395 1390 1,23
B-Cariofileno 1423 1419 3,03
6,9-guaiadieno 1448 1444 12,23
a-Cariofileno 1458 1457 0,63
Trans-Cadina-1(6),4-dieno 1477 1476 0,31
Y-Muuroleno 1484 1479 0,21
Trans-Muurola-4(14),5-dieno 1494 1493 2,73
a-Muuroleno 1502 1500 1,16
a-Bulneseno 1508 1509 0,24
y-Cadineno 1520 1513 1,51
Calameneno<cis> 1527 1529 34,92
Trans-Cadina-1,4-dieno 1536 1534 1,44
a-Calacoreno 1547 1547 3,98
B-Calacoreno 1568 1565 1,22
Oxido de Cariofileno 1586 1583 13,77
1-epi-Cubenol 1632 1628 3,41
Cubenol 1646 1646 3,02
a-Cadinol 1659 1654 0,87
Calamenen-10-ol<cis> 1664 1661 1,05
Cadaleno 1679 1676 1,74
Monoterpenos 0,96
Sesqueterpenos 96,28
Total 97,24

Tabela 1- Composicdo quimica do 6leo essencial das folhas de V. gardneriana

sindice de retencéo na coluna DB-5, ®indice de retengéo na literatura
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Figura 2 - Constituintes majoritarios do 6leo essencial das folhas de V. gardneriana

3.2 Analise do espectro infravermelho

A figura 3 mostra o espectro experimental de absorbancia no infravermelho
do 6leo essencial das folhas da V. gardneriana. Foram identificadas doze bandas no
espectro infravermelho que estdo destacadas na Tabela 1. Os modos vibracionais
associados as bandas espectrais no infravermelho que séo caracteristicas deste
6leo essencial foram atribuidos com a ajuda de dados da literatura que fornecem
as vibragbes caracteristicas esperadas para os numeros de onda observados no
espectro infravermelho (STUART, 2004).

ATR-FTIR

2955
2863

Absorbéncia

=
A

3750 3000 1750 1500 1250 1000 750 500 250

Namero de onda {cm’)

Figura 3 - Espectro experimental de absorbancia no infravermelho do 6leo essencial
das folhas da V. gardneriana.
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Numero de onda das *Intensidade das Atribuicao dos modos vibracionais
bandas ATR-FTIR de V. bandas ATR-FTIR de of essencial oil of V. gardneriana

gardneriana V. gardneriana
Do (cm™)

3436 0.1 v (OH)
2955 1.00 v (CH,)+n_ (CH,) + v (CH)
2869 0.77 v, (CH,)
1710 0.21 v (CC)
1613 0.13 v (CC) + v (CO)
1497 0.15 wag (CH,) + wag (CH,)
1453 0.37 sc (CH,) + sc (CH,)
1366 0.33 8 (HCC)
1070 0.20 8 (HCCC) + T (CCCC)
889 0.20 8 (CCC)
815 0.19 & (HCCC)
562 0.10 T (HCCC) + v (CCCC) + 8 (HCCC)

Tabela 2 - Algumas bandas do espectro infravermelho do 6leo essencial de V.
gardneriana Schauer com a respectiva atribuicdo dos modos vibracionais.

Nomenclature + = torsion; y = deformation out of plane; sc= scissoring; wag = wagging;
5 = bending; v = stretching. *As intensidades das bandas do espectro ATR-FTIR que
estdo em unidade arbitraria foram normalizadas de 0 a 1. *As intensidades das bandas
do espectro ATR-FTIR que estdo em unidade arbitraria foram normalizadas de 0 a 1.

A banda de absorcao no infravermelho do espectro ATR-FTIR localizada em
3436 cm™ corresponde ao estiramento das hidroxilas presentes nos constituintes
quimicos dos 6leos, entre eles 0 1-epi-Cubenol, a-cardinol, Cubenol e cis-Calameneno
que ndo sao componentes majoritarios do éleo essencial da V. gardneriana, mas que
tém a sua assinatura no espectro de absor¢éo no infravermelho. Como é conhecido,
os Oleos essenciais sdo misturas complexas de moléculas, e as suas caracteristicas
espectrais sao o resultado de sinergismo entre elas, e mesmo compostos quimicos
que participam na composicao do 6leo essencial em percentagem relativamente
baixa podem terem uma contribuicdo importante no espectro vibracional de um 6leo
essencial (TEIXEIRA et al. 2018).

Na regido espectral de numero de onda superior a 2900 cm™ do espectro de
infravermelho sdo esperados o aparecimento dos modos de estiramento dos grupos
CH, CH, e CH, presentes nos constituintes quimicos do 6leo essencial das folhas
da V. gardneriana. Podemos observar que a banda de absorbancia mais intensa
no espectro ATR-FTIR localizado em 2955 cm™ tem origem nas misturas de modos
de estiramentos dos grupos metilicos, etilicos e CH das moléculas constituintes do
Oleo essencial de V. gardneriana, principalmente de seus constituintes majoritarios.

Na regido de numero de onda entre 1710 e 1100 cm™ do espectro
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infravermelho do 6leo essencial de V. gardneriana ha predominancia dos modos de
estiramento dos carbono-carbono, e dos atomos de oxigénio-carbono. No entanto,
nesta regido também é possivel observar modos de deformagéo angular dos grupos
CH, e CH,. O espectro ATR-FTIR mostrou uma fraca banda de absorbancia em 1710
que corresponde ao estiramento do grupo carbono-carbono. Modo de deformagéo
scissoring dos grupos etilicos foi observado com intensidade média no espectro
infravermelho em 1453 cm™'.

Na regido de nimero de onda abaixo de 1100 cm™ do espectro infravermelho
do 6leo essencial de V. gardneriana ha predominancia dos modos de torséo e
deformacgdes dos anéis aromaticos. A fraca banda de infravermelho observada em
1070 cm™ corresponde a mistura de modos de deformacgéo dos atomos HCCC e
torcdo dos atomos CCCC. Observa-se também uma banda de infravermelho muita
fraca em 562 cm™ que corresponde a mistura de modos de deformagéo e torcéo
dos atomos HCCC e deformacéo fora do plano dos CCCC dos anéis aromaticos.

3.3 Concentracéo inibitéria minima

O dleo extraido das folhas de V. gardneriana apresentou MICs de 1024ug/
mL para, Escherichia coli ATCC 25922, Escherichia coli 06. Para Staphylococcus
aureus ATCC 25923 o 6leo apresentou uma concentracao inibitéria de 32 yg/mL e
S. aureus 10 de 161 pg/mL sendo percebido na leitura colorimétrica das placas de
microdiluicdo. Resultado demonstrado na Tabela 3.

SA-ATCC EC-ATCC SA-10 EC- 06
25923 25922
OEFVG
32 pg/mL =1024 pyg/mL 161 pg/mL =1024 pg/mL

Tabela 3 - Resultado das concentragdes inibitérias minimas (CIM).

3.4 Efeito da modificacao antibiética
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Figura 4 - Concentragéo Inibitéria Minima (CIM) dos antibiéticos orfloxacina,
gentaminicina, e ampicilina na presenga e na auséncia do 6leo essencial de V.
gardneriana, em uma concentragédo CIM (128 pg/mL), frente a bactéria Staphylococcus
aureus 10 e Escherichia coli 06.
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O o6leo essencial de V. gardneriana apresentou um o efeito modificador da
acao antibidtica para as duas cepas testadas S. aureus 10 e E.coli 06 em relagao
ao antibidtico gentamicina da classe dos aminoglicosideos, sinergismo esse que néo
foi observado nos demais antibidtico usados. Para o ofloxacino em associagdo com
0 Oleo para a cepa S. aureus 10 revelaram valores indiferentes em relacdo ao seu
controle, resultado parecido foi encontrado também para o antibiético ampicilina para
a cepa E.coli 06.

A sensibilidade de um microrganismo a um 6éleo essencial varia
dependentemente das propriedades do 6leo e das caracteristicas do microrganismo
em si. O efeito do 6leo de V. gardneriana pode ser atribuido a sua interagdo com
peptideos anfifilicos na membrana celular desordenando-os e resultando numa lise
celular, danos esses observados em estudos usando 6leos essenciais (AZEVEDO
et al. 2016; MOLLICA et al. 2018). A quantidade de cada composto no 6leo exibindo
atividade antibacteriana também pode desempenhar um papel importante na sua
eficacia (DEVI et al. 2012).

Os aminoglicosideos sa@o antibi6ticos inibidores da sintese proteica que
tém como local de acdo a subunidade 30S do ribossoma bacteriano sua sintese
tem a producé@o de proteinas non sense, que ao serem integradas na membrana
citoplasmatica da bactéria, altera a sua permeabilidade seletiva. Deste modo,
os aminoglicosideos s@o considerados bactericidas. E ainda classificados como
antibiéticos de largo espectro, ativos contra bactérias aerobias de Gram positivo
e Gram negativo (SOUSA, 2006). Tendo em vista que essa associacdo desses
compostos contribuiu de forma benéfica em agéo antibidtica frente as cepas testas
com o antibi6tico gentamicina.

O efeito modulador contra E. coli foi observado de forma inesperada pois
0s microrganismos Gram-positivos possuem mais suscetibilidade a antibiticos do
que 0s micro-organismos gram-negativos como E. coli devido a sua composi¢ao da
parede celular, o que dificulta a passagem de antibioticos (AZZOPARDI et al. 2013;
GUIMARAES et al. 2010). P. aeruginosa apresenta varios mecanismos de resisténcia,
por exemplo, a produ¢éo de beta-lactamase e o aumento da expressdo de bombas de
efluxo sendo que S. aureus apresenta alguns componentes que também Ihe conferem
a capacidade de resistir as drogas (LIVERMORE, 2002) e, portanto, possui resisténcia
a uma ampla classes de antibiéticos (FUENTEFRIA et al. 2008).

Os resultados encontrados de atividade antibacteriana para esse 6leo de
V .gardneriana com as cepas testadas séo inéditos. Acrescenta-se ainda que o
experimento do efeito de combinacdo dos antibidticos testados com este produto
natural € um achado relevante, pois mostrou efeito modulatorio com antibiéticos de

uso clinico.
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41 CONCLUSAO

A analise espectroscopica do espectro ATR FT-IR do 6leo essencial das
folhas da V. gardneriana forneceu informagéo sobre os modos vibracionais das
principais bandas de infravermelho. O dleo essencial de V. gardneriana apresentou
uma atividade antibacteriana para as duas cepas de S. aureus testadas o que nao
foi observado para E. coli. Para o efeito modificador da agcéo antibidtica, as duas
cepas testadas S. aureus 10 e E.coli 06 em relacdo ao antibidtico gentamicina
apresentaram valores significantes.
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RESUMO: O Brasil possui uma imensa
diversidade de espécies vegetais pouco
estudadas. O avango tecnolégico, cientifico e
econémico atrelado a agricultura tem levado
a processos degenerativos da natureza. O
desenvolvimento de técnicas e produtos que
minimizem esses danos podem ser uma solucéo
sustentavel. Nesse contexto, o teste alelopatico
da erva-de-passarinho mostra-se como uma

Ciéncias Biologicas: Consideracdes e Novos Segmentos

alternativa a produtos nocivos ao meio ambiente.
A alelopatia € um processo pelo qual produtos
do metabolismo secundéario de um vegetal séo
liberados, interferindo no desenvolvimento de
outras plantas. O objetivo deste trabalho foi
avaliar a influéncia dos extratos de erva-de
passarinho na germina¢éo de sementes de alface
e pepino. Os experimentos foram conduzidos
entre setembro de 2017 e marco de 2018. Os
ensaios foram realizados em placas de Petri
com papel de filtro umedecidos com os extratos
de folhas e galhos em trés concentragbes 10%,
20% e 50% (m/v), com fotoperiodo de 24 horas
(Ensaio 1) e 11 horas (Ensaio 2), a germinacgéo
foi monitorada por sete dias. No Ensaio 1,
a solugdo cloroformica de galhos (50% m/v)
apresentou uma significativa redu¢do na taxa de
germinagéo do alface. No Ensaio 2 nenhum dos
extratos apresentaram diferenga significativa na
taxa de germinacdo das sementes. Entretanto,
0 extrato metandélico em todas as concentragbes
causou um aumento do indice de velocidade
de germinacéo do alface e do pepino. Conclui-
se que os extratos influenciaram na germinagao
das espécies vegetais pesquisadas. Ainda néao
sdo descritos na literatura compostos isolados
da erva de passarinho tornando os extratos uma
rica fonte para estudos fitoquimicos.
PALAVRAS-CHAVE: Alelopatia, Germinagéo,
Struthanthus marginatus, Extrato Clorofémico,
Extrato Metandlico.
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ALLELOPATHIC TEST OF THE PASSARINE HERB EXTRACT
(Struthanthus marginatus (Desr.) Blume) IN THE GERMINATION AND
DEVELOPMENT OF LETTUCE (Lactuca sativa L.) AND CUCUMBER

(Cucumis sativus L.)

ABSTRACT: Brazil has an immense diversity of plant species that have been little
studied. Technological, scientific and economic advances linked to agriculture have led
to degenerative processes in nature. The development of techniques and products that
minimize these damages can be a sustainable solution. In this context, the allelopathic
test of finch is shown as an alternative to products harmful to the environment.
Allelopathy is a process by which products from the secondary metabolism of a plant
are released, interfering with the development of other plants. The objective of this
work was to evaluate the influence of bird weed extracts on the germination of lettuce
and cucumber seeds. The experiments were carried out between September 2017
and March 2018. The tests were performed in Petri dishes with filter paper moistened
with the extracts of leaves and branches in three concentrations 10%, 20% and 50%
(m / v), with a 24 hour photoperiod (Trial 1) and 11 hours (Trial 2), germination was
monitored for seven days. In Test 1, the chloroform solution of branches (50% w /
v) showed a significant reduction in the germination rate of lettuce. In Test 2 none
of the extracts showed a significant difference in the germination rate of the seeds.
However, the methanolic extract in all concentrations caused an increase in the rate
of germination speed of lettuce and cucumber. It was concluded that the extracts
influenced the germination of the researched plant species. Compounds isolated from
bird grass are not described in the literature, making the extracts a rich source for
phytochemical studies.

KEYWORDS: Allelopathy, Germination, Chlorophoric Extract, Methanolic Extract.

INTRODUCAO

O Brasil possui uma imensa biodiversidade de espécies vegetais nativas e
que ainda nao foram totalmente estudadas, muitas delas sdo comumente utilizadas
na medicina popular em todo pais (ALVES, 2003). A exploragédo ambiental de forma
inadequada esta diretamente ligada ao avango do desenvolvimento tecnolégico,
cientifico e econdmico e na maioria das vezes tem alterado de modo irreversivel
os principais biomas do planeta, levando a processos degenerativos profundos da
natureza. Somado a isso, temos a expansdo da agricultura “moderna” que ocorre
concomitante a constituicdo do complexo agroindustrial, modernizando a base
técnica dos meios de producao, alterando as formas de produgéo agricola e gerando
efeitos sobre o meio ambiente (NASRALA NETO, 2014). O agronegdcio € a principal
fonte de renda do Brasil, consiste em 1/3 do produto interno bruto (PIB), pelo
emprego de 38% da mao-de-obra e por 36% das exportagdes, sendo os principais
setores da economia brasileira (NASRALA NETO, 2014). Segundo Nasrala Neto

(2014), a intensiva produgao agricola acarreta excessiva utilizagdo de agrotoxicos
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e fertilizantes artificiais que trazem alguns problemas para o meio ambiente e para
a saude da populacao urbana ou rural. Os problemas causados na populagéo séo:
efeitos carcinogénicos, mutagénicos, teratogénicos, neuroendécrinos, dificuldades
respiratérias, problemas de memoéria e de pele, depressdo, entre outros.
(CARNEIRO et al., 2012). Para o meio ambiente, os impactos gerados as aguas sao
a contaminacao de rios e coOrregos, afetando a biota da regiéo e de lengdis freaticos
(NASRALA NETO, 2014). Nesse contexto, o desenvolvimento de novas técnicas
agricolas que minimizem os danos causados ao meio ambiente, podem ser uma
alternativa para garantir uma producéo agricola sustentavel. Sendo assim a erva-de-
passarinho (Struthanthus marginatus (Desr.) Blume), uma planta que parasita muitas
espécies de arvores, pode apresentar-se como uma alternativa para a substituicao
de produtos nocivos a esses diferentes ecossistemas. A reproducdo dessa espécie
se da em uma planta hospedeira através do excremento de passarinhos, que se
alimentam da semente da planta e pondo-as em contato com seu suco géastrico que
favorece a germinagéo (VEGAS, 2000). Desse modo, decidiu-se testar a influéncia
dessa planta diante a germinacdo em outras duas espécies vegetais, por meio do
teste alelopatico. A escolha das sementes para o experimento foi realizada de acordo
com os parametros indicados por Alves et al., (2003), que assinala que para serem
empregadas em ensaios alelopaticos, as sementes devem ser de espécies que
possuam germinacgéo rapida e uniforme e sensibilidade a substancias alelopaticas.
Destarte, foram utilizadas sementes de Lactuca sativa L. (alface) e Cucumis sativus
L. (pepino) que se adequam a esses parametros.

Alelopatia pode ser definida como um processo pelo qual produtos do
metabolismo secundario de um determinado vegetal sdo liberados, impedindo a
germinacgdo e desenvolvimento de outras plantas relativamente proximas (ALVES,
2003). Essa relagéo ecolbgica interespecifica é classificada como amensalismo ou
antibiose, um processo desarménico no qual uma espécie tem seu desenvolvimento
prejudicado ou inibido por substancias liberadas por outra espécie.

Conhecida popularmente como erva de passarinho, a Struthanthus
marginatus € uma espécie boténica da familia Loranthaceae, plantas categorizadas
como hemiparasitas ou holoparasitas por atuarem nos sistemas condutores de
seiva da planta hospedeira: xilema e floema, respectivamente (NICKRENT, 2001).
Espécie do género Struthanthus que é considerado o mais importante dentre os
74 géneros que compde a familia Loranthaceae, possuindo cerca de 60 espécies
proprias da América tropical em sua grande maioria localizadas na Ameérica do Sul
e, em particular, no Brasil representando 40 espécies de visco parasita onde tem
sido estudada devido ao seu peculiar estilo de sobrevivéncia (BARBOSA, 1999;
KRAUS, 2002). Essa planta aparece, frequentemente, parasitando pomares. Sua

propagacéao é feita pelos passaros ao se alimentarem de seus frutos viscosos e
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suas sementes adocicadas dispersando-as através de suas fezes ou de seus bicos
em cuja superficie se adere passando desta forma a outras arvores onde germinam
(LORENZI,1991). 9 Essa espécie botéanica é usada na medicina popular para
tratar de diversos tipos de doencas respiratorias. Dias da Silva, em 1926, incluiu
na Farmacopéia Brasileira, primeira edicdo, a erva-de-passarinho, Struthanthus
marginatus (Figura 1), pelo seu uso popular nas infec¢bes das vias respiratérias,
como descongestionante, na tosse, bronquite e pneumonia (MARTINS, 2006).

NTRITLANTHIS sosbasis. ) i s i

Figura 1 - Erva-de-passarinho (Struthanthus marginatus).
Fonte: FLORA BRASILIENSIS (1868).

O objetivo deste trabalho foi avaliar a influéncia do extrato metandlico das
folhas e cloroférmico dos galhos de erva-de-passarinho (Struthanthus marginatus)
na germinacao e desenvolvimento de sementes de alface (Lactuca sativa) e pepino
(Cucumis sativus).

METODOLOGIA

As folhas e galhos da erva de passarinho (S. marginatus) foram coletados
no més de agosto de 2017 na Avenida Deputado José de Cerqueira, no municipio
de ltaperuna - RJ, as margens de um cdrrego d’agua que atravessa o bairro,
parasitando um espécime de Psidium guajava (goiabeira). O material foi comparado
com exsicata depositada no herbéario Carolus Linnaeus no Campus Santo Antonio
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de Padua do Instituto Federal Fluminense para confirmagcédo da espécie vegetal.
Apos coletado, o material foi separado em galhos e folhas e seco em estufa de
ar circulante a temperatura de 70°C, sendo posteriormente triturado e pesado. Os
experimentos foram conduzidos no laboratério de quimica do IF Fluminense campus
Itaperuna - RJ.

As folhas secas da espécie foram trituradas e submetidas a extragdo com
metanol durante sete dias. A mistura resultante foi filtrada, o s6lido remanescente foi
submetido a nova extragdo com metanol, o filtrado foi concentrado em evaporador
rotativo. Apds sete dias, a mistura foi novamente filirada, o s6lido foi descartado
e o filtrado foi concentrado. Posteriormente foi reunido com o filtrado anterior,
fornecendo o extrato metanolico que foi pesado. Os galhos secos da espécie foram
triturados e submetidos a extracdo com cloroférmio durante sete dias. A mistura
resultante foi filtrada, o so6lido remanescente foi submetido a nova extracdo com
cloroférmio, o filtrado foi concentrado em evaporador rotativo. Apds sete dias, a
mistura foi novamente filtrada, o solido foi descartado e o filtrado foi concentrado e
reunido com o filtrado anterior, fornecendo o extrato em cloroférmio, que foi pesado
obtendo-se as massas apresentadas na Tabela 1.

Extrato Sigla Massa Volume de solvente (mL)
©)
Metanoico folhas MF 218,262 2.000
Cloroférmio galhos CG 332,8858 750

Tabela 1 - Extratos obtidos a partir da espécie vegetal S. marginatus

Vale salientar que, de acordo com o planejamento inicial, ambos extratos
seriam metanolicos, mas em fungéo do baixo estoque de metanol disponivel, optou-
se por usar cloroférmio como solvente para o extrato de galhos.

Os experimentos se deram no periodo de setembro, outubro e novembro de
2017 e janeiro, fevereiro e marco de 2018. Foram realizados dois ensaios (testes
de germinacao) para analisar a presenga de possiveis metabodlitos secundarios
presentes na erva-de-passarinho (S. marginatus) e sua influéncia na germinagéo e
crescimento de sementes de pepino e alface

O Ensaio 1 foi iniciado em 27 de outubro de 2017. Em razdo do tamanho da
estufa, optou-se por realizar o teste de germinagédo em duas etapas. Na primeira
delas, lotes de 20 sementes de alface (L. Sativa) foram depositados em 3 placas de
Petri de 9 cm diametro previamente limpas e autoclavadas tendo como substrato
uma folha de papel filtro ao fundo. Estas foram umedecidas com 3 mL das solu¢des
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dos extratos obtidos (concentragbes 10% m/v, 20% m/v e 50% m/v) e o branco
que foi regado somente com agua destilada. O papel de filtro foi mantido Umido
por meio de regas com agua destilada, quando necessario. As placas de Petri com
as sementes foram acondicionadas em estufa, confeccionadas originalmente para
secagem de exsicatas e adaptadas para o teste de germinacdo. Trata-se de uma
estrutura em madeira composta por dois médulos que se encaixam de modo a
minimizar a interferéncia de luz externa. O primeiro possui 130 cm de comprimento,
30 cm de largura e 35,5 cm de profundidade e a instalagéo elétrica para até cinco
lampadas. O segundo médulo com 133,5 cm de comprimento, 32,5 cm de largura e
38 cm de profundidade é a base da estufa onde as placas foram depositadas. Uma
Unica lampada fluorescente de 30 watts foi utilizada nos ensaios. (Figura 2).

Figura 2 - Estufa utilizada no Ensaio 1.

Fonte: Dados da pesquisa

Com fotoperiodo de 24h por dia e temperatura média de 30°C, as placas
foram observadas durante 7 dias, e a cada 24 horas foi contabilizada a quantidade
de sementes germinadas. Foram consideradas germinadas as sementes que
demonstraram o crescimento de um broto na parte superior. Dando continuidade
ao Ensaio 1, no dia 27 de janeiro de 2018, iniciou-se a segunda etapa utilizando
sementes de pepino (C. sativus), diferindo apenas na quantidade de sementes
devido ao tamanho das sementes de pepino em relacdo as placas de petri. Neste
caso foram semeadas 10 sementes por placa de Petri.

Para se comparar os resultados obtidos na estufa de madeira com os
resultados obtidos na estufa de germinagéo do tipo BOD, marca Lima Tec (Figura
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3), um novo ensaio (Ensaio 2) foi iniciado no dia 23 de fevereiro de 2018, seguindo
metodologia proposta.

Figura 3 - Estufa do Laboratério de Biologia do Instituto Federal Fluminense Campus
Itaperuna-RJ.

Fonte: Dados da pesquisa.

O delineamento experimental adotado foi o inteiramente casualizado, com
trés repeticdes. Os resultados obtidos foram submetidos a analise de variancia
e comparados pelo teste F, a = 95%. A analise de variancia é um procedimento
utilizado para comparar as médias dos tratamentos. Seu resultado nos informara
apenas se existe pelo menos uma diferenca entre os tratamentos utilizados ou néo.
E importante que se diga sobre o teste conhecido como Teste F, que foi desenvolvido
pelo estatistico Fisher, detecta se ha existéncia ou ndo de diferencas entre as

médias dos tratamentos. Se F >F rejeitamos a hipotese de nulidade H,,

calculado tabelado’

ou seja, existem evidéncias de diferenca significativa entre pelo menos um par de
médias de tratamentos, ao nivel a de significancia escolhido. Caso contrario, néo se
rejeita a hipétese de nulidade H, ndo ha evidéncias de diferencga significativa entre

tratamentos, ao nivel a de significancia escolhido.

RESULTADOS E DISCUSSAO

As variaveis calculadas no ensaio de germinacgéo (teste alelopético) foram:
porcentagem de germinagdo (G), indice de velocidade de germinagcédo (IVG),
tempo médio de germinacéo (TMG) e velocidade média de germinagéo (VMG). A
germinacéo pode ser calculada pela formula G = (N/100) x 100, em que: N = nUmero
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de sementes germinadas ao final do teste (sete dias). Unidade: %. O indice de
velocidade de germinagédo (IVG) é calculado pela formula IVG=Z(n/t), em que: n,
= nimero de sementes que germinaram no tempo ’; t, = tempo apdés instalagéo do
teste; i =1 - 7 dias. Unidade: adimensional.

O Tempo médio de germinagéo (TMG) é obtido pela formula TMG = (Znt)/
2n, em que: n, = nimero de sementes germinadas por dia; t = tempo de incubagéo;
i =1 -7 dias. Unidade: dias.

A Velocidade média de germinagédo (VMG) é dada pela formula VMG = 1/t em
que: t = tempo médio de germinacgédo. Unidade: dias™.

A Tabela 2 apresenta os resultados obtidos no Ensaio 1 apés sete dias, para
as sementes de L. Sativa (alface).

Extrato Germinagédo (G) | Desvio Padrdao | Variancia | Teste F em relagcdo
(concentracao) ao branco
Branco (H,0) 40% 7,5% 11,5% -
MF (10%) 40% 6% 6,5% 1,8
MF (20%) 30% 3% 1,5% 7,7
MF (50%) 35% 6% 6,5% 1,8
Branco 40% 12,5% 31,5% -
(H,0+MeOH)
CG (10%) 35% 7,5% 11,5% 2,7
CG (20%) 40% 5% 5% 6,3
CG (50%) 35% 3% 1,5% 21*

Tabela 2 - Resultados da porcentagem de germinacéo para as sementes de L. sativa
(alface) no Ensaio 1.

Fonte: Dados da pesquisa. *Resultados significativos

Conforme pode-se observar na Tabela 2 ndo houve diferenca significativa na
germinacdo das sementes nas concentragdes testadas para o extrato metandlico.
Entretanto para a concentragdo mais alta (50% m/v) do extrato CG houve diferenca
significativa, constatando que ocorreu a inibicdo do crescimento das sementes.

Os extratos em cloroférmio (CG) séo apolares, por isso insollveis em agua,
para preparar as solucdes desses extratos foi utilizado como solvente metanol, ao
invés de agua destilada. E sabido, que o metanol é toxico, para que ndo houvesse
interferéncia do solvente no teste, as placas de germinagdo foram regadas com
solugao metanolica dos extratos GC, antes de se adicionar as sementes, esperamos
1 hora, até que o metanol tivesse evaporado para entdo dispor as sementes sobre a
placa. O mesmo foi feito ao branco, adicionou-se metanol puro, ocorreu a evaporagéao
e posteriormente adicionou-se a agua.
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A Tabela 3 mostra os resultados obtidos para os parametros de germinagéo
de sementes de alface (L. Sativa) no Ensaio 1. Podemos notar que o tempo médio
de germinacao e a velocidade média de germinacao foram muito préximos para os

extratos em todas as concentragoes.

Extrato indice de velocidade Tempo médio de Velocidade média de
(concentracéo) de germinacao (IVG) | germinacdo (TMG) - | germinagao (VMG)
- adimensional em dias - dias™

Branco 7,74 5,16 0,19

MF (10%) 6,04 5,45 0,18

MF (20%) 5,89 5,14 0,19

MF (50%) 6,99 5,12 0,19

CG (10%) 5,54 5,39 0,18

CG (20%) 7,29 5,39 0,18

CG (50%) 5,74 5,20 0,19

Tabela 3 - Resultado dos parametros de germinagéo para as sementes de L. Sativa no
Ensaio 1

Fonte: Dados da pesquisa.

Todas as sementes de C. sativus do branco germinaram em sete dias,
obtendo-se uma taxa de germinacdo de 100%, com desvio padréo e variancia
igual a zero. Neste caso nao foi possivel realizar a anélise da variancia. Observou-
se, também, que, em grande parte das solugbes dos extratos houve 100% de
germinacdo em sete dias com o fotoperiodo de 24 horas, este fato inspirou o grupo
a realizar o teste novamente em um fotoperiodo de 11 horas diarias.

O tempo médio de germinacédo (TMG) de C. Sativus no Ensaio 1 € apresentado
na Tabela 4 onde se pode observar que tanto para o extrato metandlico quanto para
o cloroférmico o TMG foi em torno de 4 dias, enquanto que para o alface esse
valor foi de aproximadamente 5 dias, apresentado na Tabela 3. A velocidade de
germinacéo para o pepino foi maior que para a alface, esses resultados corroboram
com a alta germinagéo das sementes de pepino. Observa-se ainda que o indice de
velocidade de germinacao (IVG) para o pepino foi pelo menos quatro vezes maior
que para a alface.

Ciéncias Biologicas: Consideracdes e Novos Segmentos Capitulo 7



Extrato indice de velocidade Tempo médio de Velocidade média de

(concentragao) de germinagéo (IVG) - germinagéo (TMG) - | germinagéo (VMG) -
adimensional em dias dias™
Branco 24,07 4,09 0,24
MF (10%) 23,37 411 0,24
MF (20%) 24,37 4,07 0,25
MF (50%) 20,33 4,20 0,24
CG (10%) 24,07 4,09 0,24
CG (20%) 24,07 4,09 0,24
CG (50%) 24,07 4,09 0,24

Tabela 4 - Resultado dos parametros de germinagéo para as sementes de C. sativus no
Ensaio 1

Com o fotoperiodo de 11 horas ndo ocorreu a germinagdo da semente da
L.Sativa durante os setes dias de teste. Foi possivel observar, no experimento
anterior, que a alface requer um tempo maior do que a C. sativus para ocorrer a
germinacgdo das sementes.

A Tabela 6 mostra os resultados da porcentagem de germinacdo para as
sementes de C. sativus com o fotoperiodo de 11 horas.

Extrato Germinagao Desvio Variancia Teste F em relagao
(concentracao) (G) Padréao ao branco

Branco 5% 7% 5% -

MF (10%) 33% 26% 63% 12,6

MF (20%) 20% 10% 10% 2

MF (50%) 37% 21% 43% 8,6

CG (10%) 10% 17% 30% 6

CG (20%) 3% 6% 3% 1,7

CG (50%) 3% 6% 3% 1,7

Tabela 6 - Resultados da porcentagem de germinagéao para as sementes de C. sativus
no Ensaio 2

Fonte: Dados da pesquisa. *Resultados significativos

Conforme pode-se observar na Tabela 6, ndo houve diferenca significativa
na germinacdo das sementes dos diferentes extratos. Observou-se que o extrato
cloroférmico de galhos néo apresentou boa solubilidade em agua. Devido a essa
baixa solubilidade em agua e metanol, observada no primeiro ensaio, utilizou-se
como solvente, no Ensaio 2, o etanol para solubilizar totalmente o extrato e preparar
as solucgdes neste segundo ensaio. Neste caso, ndo esperou-se o solvente evaporar,

as solugdes etandlicas foram adicionadas diretamente sobre as sementes.
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A Tabela 7 apresenta os resultados obtidos para os parametros de
germinacao de sementes de C. sativus no Ensaio 2. Comparando esses resultados
com os obtidos no Ensaio 1 (Tabela 4), observamos que o indice de velocidade
de germinacdo (IVG) teve um grande decréscimo, que é atribuido a reducéo do
fotoperiodo. Ja o tempo médio de germinagéo (TMG) passou de 4 para 5 a 6 dias
dependendo do tratamento e a velocidade média de germinag¢do (VMG) teve um

decréscimo.
Extrato indice de velocidade Tempo médio de Velocidade média

(concentracéo) de germinacéo (IVG) - | germinacéo (TMG) - de germinacédo
adimensional em dias (VMQG) - dias™

Branco 0,15 6,50 0,15

MF (10%) 2,07 5,60 0,18

MF (20%) 1,23 5,58 0,18

MF (50%) 3,19 5,90 0,17

CG (10%) 0,96 5,17 0,19

CG (20%) 0,32 5,00 0,20

CG (50%) 0,32 5,00 0,20

Tabela 7 - Resultado dos parametros de germinagéo para as sementes de C. sativus no
Ensaio 2

Com isso, é possivel concluir que o fotoperiodo foi um fator determinante
nos ensaios realizados. Para a alface, os ensaios devem ser conduzidos em um
fotoperiodo maior que 11 horas, os resultados obtidos no Ensaio 1 foram mais
satisfatérios, pois houve a germinagcéo. Para o pepino, 0s ensaios alelopaticos
devem ser conduzidos em um fotoperiodo menor. Para essa espécie, o fotoperiodo
de 11 horas se mostrou mais adequado. Ainda com relagéo aos dados apresentados
na Tabela 7, podemos observar que o extrato metandlico folhas (MF,) em todas
as concentragdes, causou um aumento consideravel do IVG, indicando que este
extrato possa ter ajudado a germinagéo das sementes. Seria viavel repetir o ensaio
para este extrato em um fotoperiodo um pouco maior que 11 horas.

Nos estudos alelopaticos, a Germinagédo é um indice muito usado, embora
ndo demonstre outros aspectos do processo de germinac¢do, como atrasos, ja que
envolve apenas resultados finais, ignorando periodos de germinacgdo inativa no
decorrer do ensaio (CHIAPUSO et al. 1997). Muitas vezes, o que se observa sédo
efeitos significativos de extratos sobre o tempo médio e entropia de germinagéo
e nenhuma diferenca na germinabilidade, em relagdo ao controle (FERREIRA &
AQUILA 2000), sendo que o mesmo foi verificado nos ensaios realizados com a
espécies testada, com excegdo ao extrato CG.

As alteragbes no padrédo de germinacdo podem resultar de diversos
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efeitos causados em nivel primario. Entre elas, Ferreira & Aquila (2000) destacam
alteracbes na permeabilidade de membranas, na transcricdo e traducédo do DNA,
no funcionamento de mensageiros secundarios, na respiracao, devido ao sequestro
de oxigénio, na conformacao de enzimas e receptores, ou ainda pela combinacéo
destes fatores. Os efeitos alelopaticos podem variar quanto a sua intensidade,
visto que a acdo dos aleloquimicos é condicionada por diversos fatores, tais como
concentragdo, temperatura e outras condigcbes ambientais. Geralmente, os efeitos
causados tendem a ser dependentes da concentracao dos aleloquimicos, ou seja,
tendem a ser mais acentuados em concentragbes mais altas, sendo essa tendéncia
observada nos ensaios.

Os resultados até aqui apresentados apontam que dentre os extratos
estudados o cloroférmico dos galhos se mostra o mais atraente para os quimicos
de produtos naturais. Ja que causou uma reducéo significativa na germinacao da
L. Sativa.

A quimica do género Struthanthus é praticamente desconhecida. Até o
momento os trabalhos sobre o isolamento e identificacao de metabdlitos secundéarios
desse género, sdo da espécie S. Subtilis (Cordero, et al. 2003), S.concinnus e S.
Marginatus (Leitéo, et al. 2013).

O trabalho de Cordero et al. (2003) trata-se do isolamento da rutina da
espécie S. Subtilis.

Em 2013, o estudo fitoquimico realizado por Leitéo, et al. levou ao isolamento
e identificacdo de trés metabdlitos de S. marginatus, o derivado do lupeol 1, e
sitosterol glicolisado 2, o diterpeno fitol 3 (Figura 5) e o lupeol (Figura 6). Neste
mesmo trabalho os autores também estudaram a espécie S.concinnus que permitiu
o isolamento e caracterizagdo dos triterpenos: taraxerol 4, obtusiofolio 5, taraxasterol

6, B-amirina 7 e a-amirenona 8 (Figura 5).
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Figura 5 — Metabdlitos isolados de S. Marginatus e S. Concinnus
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Figura 6 — Estrutura quimica do lupeol

O lupeol é um triterpendide pentaciclico, amplamente encontrado em frutas
e vegetais comestiveis (Gauthier et al., 2011). O lupeol tem potencial para atuar
como anti-inflamatdrio, antibacteriano, antiviral, antiprotozoério, antiproliferativo,
anti-angiogénico e como agente redutor de colesterol (Gauthier et al., 2011).

O isolamento e identificagdo do composto 1 em S. marginatus € o segundo
registro de sua ocorréncia na natureza, esses tridis de lupeno séo raros na natureza.
O hidrocarboneto 3 também é pouco encontrado na natureza, sendo descrito como
componente de 6leos essenciais das espécies Scoparia dulcis, Stachys byzantine,
Ajuga austro-iranica, Centaurea pullata, Nervilia fordii (Leitdo, et al. 2013). Esses
trés metabdlitos secundarios foram isolados do extrato hexano folhas e galhos de
S. Marginatus, neste trabalho o extrato cloroférmico galhos da espécie causou uma
reducdo da germinacgéo de L. Sativa, vale ressaltar a semelhanca de polaridade dos
extratos e da parte da planta utilizada para fazer o extrato.

O taraxerol (Figura 5, Estrutura 4) € amplamente encontrado na natureza
e tem sido amplamente investigado por suas atividades bioldgicas, que incluem
atividade anti-inflamatoria (Singh et al., 2002), anticancer (Schutz et al., 2006) e
antimicrobiana.

Outros trabalhos referem-se a prospeccéo fitoquimica de diferentes classes
de metabdlitos secundarios e relatam reacdes positivas em vérias partes de plantas
de S. marginatus para alcal6ides, saponinas, esteroéides, triterpendides, taninos,
flavonoides, catequinas, agUcares, polissacarideos, proteinas e aminoécidos
(Pissinate, 2006).

Altos niveis de oligoelementos, incluindo silicio, manganés, ferro, cobre e
zinco foram descritos para S. marginatus (Freire et al., 2011).

Em contraste com a informagédo escassa da literatura sobre a quimica
do género, existem alguns relatos sobre as atividades biolégicas de alguns
representantes do género. Entretanto, testes sobre a atividade alelopatica do género
ainda n&o haviam sido descritas.

As atividades biolégicas descritas para o0 género incluem atividade

Ciéncias Biologicas: Consideracdes e Novos Segmentos Capitulo 7



antimicrobiana para o extrato hidroalcodlico de folhas frescas de S. vulgaris
(Vieira et al., 2005); a neutralizacdo do veneno de Bothrops atrox para extratos
de S. orbicularis (Otero et al., 2000); hipotensdo dependente da dose e efeitos
cardiotdxicos em camundongos anestesiados para o extrato metandélico de folhas
de S. venetus (Lorenzana-Jiménez et al., 2006); e toxicidade para extratos de S.
cassythoides (Coe et al., 2010).

CONCLUSAO

Os extratos metandlico de folhas e cloroformio de galhos da espécie
Struthanthus marginatus foram testados para germinacéo de sementes de alface
e pepino, sendo que o Unico extrato que apresentou uma taxa de germinacao
significativamente menor quando comparada ao branco foi o extrato cloroformio do
galho na concentracéo de 50%.

Os dados da pesquisa mostraram que para 0s ensaios alelopaticos o
fotoperiodo de incubagéo das sementes mais adequado foi de 24 horas para as
sementes de alface, enquanto que para o pepino foi de 11 horas.

Apesar do extrato metandlico das folhas néo ter apresentado uma diferenca
significativa na taxa de germinagé@o, para as sementes de pepino, esse extrato
causou um aumento do indice de velocidade de germinacgéao, fato este que deve ser
melhor investigado, podendo ter ocorrido uma diminuigcdo do tempo de germinagéo
com a aplicacdo do extrato.

Durante a realizacdo da pesquisa, encontrou-se na literatura poucas
citacdes e referéncias sobre a espécie estudada, este fato reforca a necessidade da
importancia de mais estudos empregando o género e a espécie, principalmente, no
campo do isolamento e identificacdo de compostos ativos.
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RESUMO: Introducao: O figado € a maior viscera
do corpo humano, desempenhando grande
numero de fungdes vitais a saude do organismo,
sendo um Orgdo muito suscetivel a danos por
substéncias quimicas. As doencgas hepaticas
podem ser causadas por uma variedade
de agentes quimicos, fisicos ou biologicos
que danificam o figado, como é o caso dos
compostos presentes nos agrotoxicos utilizados
por trabalhadores rurais. Objetivos: Relatar
sobre os problemas hepaticos provenientes do
uso indiscriminado dos agrotoxicos, bem como
apresentar formas de detectar previamente tais
problemas, por meio do diagnostico laboratorial.
Métodos: Foi realizada uma revisdo narrativa
de literatura, através dos seguintes descritores:
praguicidas, perfil hepatico e diagnoéstico
laboratorial. A busca de dados foi realizada na
biblioteca eletronica Scientific Electronic Library
Online (SciElo), na qual foram selecionados
artigos referentes ao tema, além de livros de

Capitulo 8


http://lattes.cnpq.br/5112850755258633

Toxicologia, Fisiologia e Patologia, no periodo entre maio e junho de 2020. Resultados
e Discussao: Os componentes quimicos presentes nos agrotoxicos apresentam varios
efeitos na salde humana, e a exposicdo a essas substancias podem comprometer
as fungbes hepéticas, pois, aumentam o risco de desenvolvimento de diversas
doencas. Dessa forma, s&o utilizados testes para identificar, detectar e avaliar
as doencas hepaticas, sendo as principais avaliagbes periddicas recomendadas,
as atividades das enzimas alanina aminotransferase (ALT), a fosfatase alcalina
(FA), aspartato aminotransferase (AST), a bilirrubina, a gama-glutamiltransferase
(GGT) e a colinesterase (CHE). Assim, as alteragdes laboratoriais mais frequentes
nessas condi¢cdes sédo o aumento na atividade dessas enzimas, e a diminuicéo da
colinesterase. Conclusdo: E necessario alertar os trabalhadores rurais, aos riscos
que correm ao utilizar essas substancias quimicas, as doengas hepaticas que podem
Ihe acometer, assim como orientar sobre a correta aplicagcdo. Além disso, informar
sobre os tipos de exames laboratoriais que podem ser realizados para identificar as
doencgas hepaticas decorrentes da exposigao aos agrotoxicos.

PALAVRAS-CHAVE: Praguicidas, Perfil hepético, Diagnéstico laboratorial.

TOXICOLOGICAL ASPECTS RELATED TO THE USE OF PESTICIDES
AND THEIR RELATIONSHIP WITH HEPATIC DAMAGE: A REVIEW

ABSTRACT: Introduction: The liver is the largest viscera in the human body, performing
a large number of vital functions to the health of the organism, being an organ very
susceptible to damage by chemical substances. Liver diseases can be caused by a
variety of chemical, physical or biological agents that damage the liver, as is the case
with compounds present in pesticides used by rural workers. Objectives: To report on
liver problems arising from the indiscriminate use of pesticides, as well as to present
ways of previously detecting such problems, through laboratory diagnosis. Methods:
A literary narrative review was carried out using the following descriptors: pesticides,
liver profile, and laboratory diagnosis. The data search was carried out in the electronic
library Scientific Electronic Library Online (SciElo), in which articles related to the
theme were selected, in addition to books on Toxicology, Physiology, and Pathology,
between May and June 2020. Results and Discussion: The chemical components
present in pesticides have several effects on human health, and exposure to these
substances can compromise liver functions, as they increase the risk of developing
several diseases. Thus, tests are used to identify, detect and evaluate liver diseases,
the main recommended periodic evaluations being the activities of the enzymes alanine
aminotransferase (ALT), alkaline phosphatase (FA), aspartate aminotransferase (AST),
bilirubin, gamma-glutamyltransferase (GGT) and cholinesterase (CHE). Thus, the
most frequent laboratory alterations in these conditions are an increase in the activity
of these enzymes and a decrease in cholinesterase. Conclusion: It is necessary to
alert rural workers to the risks they face when using these chemical substances, to
the liver diseases that may affect them, as well as to advise on the correct application.
In addition, information about the types of laboratory tests that can be performed to
identify liver diseases resulting from exposure to pesticides.
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11 INTRODUGAO

No Brasil e no mundo, as intoxicagbes por praguicidas, bem como os
consequentes danos ambientais advindos da utiliza¢do indiscriminada destes, tem
tomado grandes propor¢des, de modo a se tornarem importante problema de saude
publica mundial e alvo potencial de estudos, sobretudo na area da Toxicologia
(FARIA, 2004).

O termo praguicida possui uma infinidade de classificacbes, ja que trata de
um produto quimico, substancia ou mistura de substancias destinadas a prevencgao,
destruicdo ou controle de pragas (MEDEIROS, 2014). Usadas, sobretudo na
agricultura, para combater pragas, ervas daninhas ou doencgas nas plantas, sdo
classificados a partir do tipo de praga a ser controlada e da sua estrutura quimica,
bem como pelo grau de toxicidade exercido, com base nos indices de DL, aguda
(dose letal que causa morte em 50% do grupo testado) pelas vias oral, inalatéria
e topica, bem como irritagdo/corrosdao dérmica e ocular (OGA; CAMARGO;
BATISTUZZO, 2014).

Assim como ocorre em outros tipos de exposi¢ao a praguicidas, a aplicacdo
de agrotdxicos na agricultura tem como principais vias de absorcéo, a respiratéria e
a cutanea (TEIXEIRA, 2014). Apesar de a absor¢édo assumir proporc¢does diferentes a
depender do composto utilizado, podem surgir quadros graves de intoxicagcéo, caso
os trabalhadores nao estejam devidamente equipados com seus equipamentos de
seguranca individual (ARAUJO; NOGUEIRA; AUGUSTO, 2000). Apés a absorcéo,
sdo rapidamente distribuidos por todos os tecidos, sendo que, boa parte desses
xenobidticos € metabolizada no figado, principalmente pelo sistema enzimatico
Citocromo P450 (BAHIA; GUIMARAES; ASMUS, 2014).

O figado € considerado a maior viscera do corpo humano, onde desempenha
uma série de funcbes essenciais a saude do organismo, dentre as quais esta a
sintese e processamento de substancias que s&o transportadas para fora das
células hepaticas e trazidas de outras areas do organismo (GUYTON, 2011).

Dentre uma infinidade de fungbes do 6rgdo, destacam-se a secregcdo da
bile relacionada a fungéo digestiva, a regulacao do metabolismo dos carboidratos,
proteinas e lipidios, 0 armazenamento de substancias e a degradagéo e excrecao
de horménios (BERNE; LEVY, 2010). Outras func¢des incluem a transformacéo e
excrecdo de drogas e o auxilio a resposta imune, de modo que, o conhecimento
da fisiologia hepatica torna-se fundamental para a investigacdo dos processos
patologicos envolvidos (BELLATO, 2015).

As patologias hepéticas mais comuns, que podem ser causadas por uma
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variedade de fatores quimicos, fisicos ou biol6gicos que danificam o figado,
podendo levar a graus diversos de disturbios da sua fungcédo, compreendem as
de natureza inflamatéria, lesbes da arvore biliar, alteragGes vasculares, hepatites
virais (A, B,C, D, E), entre outras (KUMAR, 2010). Esses diversos padrdes de lesédo
hepatica podem resultar em vérias formas de cirrose, podendo evoluir para quadros
de hipertensdo portal, insuficiéncia hepatocelular e transformacédo neopléasica
(BOGLIOLO; BRASILEIRO FILHO, 2011). Esse conjunto de enfermidades, muitas
vezes decorrentes do uso indiscriminado de agrotoxicos, gera um grande impacto
na saude do individuo, podendo inclusive ser fatal (BOCHNER, 2015).

Nesse contexto, a presente revisdo tem como objetivo relatar os aspectos
toxicologicos relacionados ao uso de agrotoxicos e sua relagdo com danos hepaticos.

21 METODOLOGIA

Foi realizada uma revisdo narrativa de literatura, a partir de uma pesquisa
exploratéria, que tem como principio proporcionar maior familiaridade com o
problema, visando torna-lo mais explicito, por meio de levantamento bibliogréfico,
de carater qualitativo. A pesquisa se deu em trés etapas, sendo elas: revisdo de
literatura, pesquisa nas bases de dados, e analise e selecdo das informacdes a
serem utilizadas.

Inicialmente, foi feito um levantamento e leitura da bibliografia existente em
livros e artigos a respeito da toxicidade das mais diversas classes de praguicidas,
com foco na relacdo entre agrotoxicos e o perfil hepatico dos trabalhadores rurais,
bem como nas patologias que estes podem causar e as formas de detecta-las.

Foram realizados levantamentos bibliograficos, disponiveis na biblioteca
eletrénica Scientific Electronic Library Online (SciElo), na qual foram encontrados e
selecionados artigos referentes ao tema, além de livros de Toxicologia, Fisiologia e
Patologia, no periodo entre maio e junho de 2020.

Em seguida, foram excluidos estudos que incluissem em seu titulo, subtitulo
ou no resumo, poucas informacbes sobre o assunto abordado. Finalmente, ap6s
leitura e analise, foram incluidos artigos que tinham, em seus resumos, metodologias
e conclusdes, assuntos referentes as patologias hepaticas causadas pela exposicao
aos agrotoxicos. Todos os artigos selecionados foram lidos e os dados extraidos
com base nos critérios de incluséo e excluséo de artigos, considerando os objetivos
da revisdo, por meio da utilizacdo dos seguintes descritores: praguicidas; perfil
hepatico; diagnéstico laboratorial.
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31 RESULTADOS E DISCUSSAO

O trabalho agricola representa uma das ocupag¢des mais perigosas
atualmente, no que tange a ocorréncia de intoxicacbes agudas e/ou doencas
cronicas, problemas reprodutivos e danos ambientais (CARNEIRO, 2015).

Representantes da categoria dos praguicidas quimicos, os agrotoxicos
(organofosforados, carbamatos, organoclorados, piretroides, entre outros), antes
chamados também de defensivos agricolas, termo ndo mais utilizado devido
a toxicidade exercida sobre a salde humana, bem como aos animais e ao meio
ambiente como um todo, sdo agentes muito utilizados na agricultura para controlar
insetos, ervas daninhas e microrganismos, sendo eles divididos em classes, tais
como, inseticidas, herbicidas e fungicidas (OGA; CAMARGO; BATISTUZZO, 2014).

Uma vez que o Brasil se encontra entre os maiores consumidores mundiais
de agrotbxicos, e levando em consideragéo que estes sao responsaveis pelo maior
namero de intoxicagbes no ramo do agronegécio, a exposi¢cao a esses compostos
pelos trabalhadores rurais assume a posicao de grave fator de risco a Satde Publica
(LEVIGARD; ROZEMBERG, 2004).

Segundo o Sindicato Nacional da Industria de Produtos para Defesa Agricola
(SINDAG), a venda de venenos agricolas entre 2001 e 2008 no pais saltou de 2
bilhdes para mais de 7 bilhées, quando o Brasil alcancou a triste posicdo de maior
consumidor mundial de venenos (LONDRES, 2011).

Portanto, a lista dos beneficios do agrotoxico a plantagdo é tdo extensa
quanto os seus efeitos nocivos a saude humana (PERES; MOREIRA, 2003), os quais
podem ser classificados por dois tipos, efeitos agudos e cronicos, apds absorgéo por
via oral, inalatéria e/ou dérmica (WATKINS IlI; KLAASSEN, 2012).

Os efeitos agudos se manifestam rapidamente, ap6s a exposicao a substancia
toxica, enquanto, a fase crénica da intoxicagdo costuma se manifestar muito tempo
depois, podendo ser em semanas, meses ou até anos apds o primeiro contato com
o xenobiobtico (FARIA; FASSA; FACCHINI, 2007).

De um modo especial, a exposicdo crénica aos compostos quimicos
presentes nos agrotoxicos pode levar ao aparecimento de efeitos toxicos aos mais
diversos sistemas organicos, principalmente ao sistema hepatico, ja que se trata de
substancias que adentram facilmente os hepatécitos (LANGER; GUERINO; BOAS,
2012).

Os altos niveis de hepatotoxicidade se explicam pelo fato de que a maioria
dos xenobiobticos, absorvidos pelo trato gastrointestinal, sdo transportados até
o figado, onde sofrem efeito de primeira passagem, havendo o contato direto do
6rgédo com as substancias toxicas (OGA; CAMARGO; BATISTUZZO, 2014). Outro
fator determinante € o envolvimento do complexo Citocromo P450 no processo de
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metabolismo desses compostos, além do acimulo desses compostos no figado,
devido a formacgao da bile e sua movimentacéo pelo trato gastrointestinal, de modo
que essas substancias podem ser reabsorvidas e levadas novamente ao figado
(BAHIA; GUIMARAES; ASMUS, 2014).

O Metil paration, da classe dos organofosforados, por exemplo, atua
diretamente sobre o Sistema Nervoso Central, por meio da inibicdo da enzima
acetilcolinesterase, responsavel por liberar e hidrolisar acetilcolina, e por atuarem
nos receptores do sistema nervoso como o &acido gama-aminobutirico (GABA)
(COUTINHO, 2005).

Seu mecanismo tem inicio a partir da acdo de enzimas importantes do
Complexo Citocromo P450, especificamente as esterases na sintese do Metil
paraoxon, o qual potencializa seus efeitos tdxicos, etapa esta que ocorre na fase |,
e as glutationa-S-transferases na fase I, por meio das quais sdao expressos 0s seus
principais metabdlitos, o 4-nitrofenila e o fosfato de 4-nitrofenila (SOARES, 2016).

Em virtude disso, o tecido hepatico é alvo importante de pesquisas nas mais
diversas areas da salde, devido suas caracteristicas fisiologicas imprescindiveis no
controle de diversas vias metabdlicas do organismo (GUYTON, 2011).

Os hepatécitos contém milhares de enzimas que sdo responsaveis pela
metabolizagdo das substancias presentes no sangue, sejam elas benéficas
ou prejudiciais ao organismo (CANANI, 2013). Assim, a exposi¢cdo continua a
substancias toxicas podem prejudicar as fung¢des exercidas pelo figado, aumentando
o risco de desenvolvimento de diversas doencgas, as quais podem ser identificadas
precocemente por meio de testes de funcdo hepatica (DE JESUS; DE SOUSA;
BARCELOS, 2014).

Sendo assim, o diagnostico se da por meio da avaliagdo periddica da
atividade de enzimas importantes na manutencdo das func¢des hepaticas e que
representam, portanto, alvos de grande valor na detec¢cdo das intoxicacbes
por organofosforados, sendo as principais, alanina aminotransferase (ALT-
TGP), encontrada principalmente no figado, sendo o melhor teste para detectar
hepatite, fosfatase alcalina (FA) relacionada com os ductos biliares, aspartato
aminotransferase (AST-TGO), bilirrubina para avaliar o funcionamento do figado, a
gama-glutamiltransferase (GGT) e a colinesterase (CHE), mais especificamente a
pseudocolinesterase (SCHINONI, 2008).

As alteracdes laboratoriais mais frequentes nessas condi¢cdes sdo o aumento
na atividade dessas enzimas. Quanto maior for a atividade toxica, maior sera a
presenca da enzima no sangue, exceto a colinesterase, que sera encontrada em
valores diminuidos, indicando lesédo nos hepatocitos, devido ao comprometimento
de suas fungdes pela exposicéo continua ao xenobiotico (VARIANI et al., 2014).

Em um estudo realizado com trabalhadores rurais expostos a agrotoxicos
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pelo Hospital das Clinicas da Universidade Estadual de Campinas (UNICAMP), nos
anos de 2006 e 2007, foram observados que em 37,2% dos casos havia alteragdes
hepéticas nos exames laboratoriais realizados. Sendo que a maioria apresentava
adulteracao de GGT (35,6%), seguida por AST (31,6%), ALT (28,9%) e FA (3,9%).
Estes dados demonstram a importancia da avaliagéo constante do perfil hepatico de
trabalhadores expostos aos agrotoxicos (FIGUEIREDO; TRAPE; ALONZO, 2011).

Por fim, evidencia-se que a aplicagédo dos agrotoxicos pode ocasionar sérios
problemas na saude dos trabalhadores que manipulam estas substancias, os quais,
geralmente ndo seguem as recomendacgbes contidas nos roétulos dos produtos
(RECENA; CALDAS, 2008).

41 CONCLUSAO

Em virtude do que foi mencionado, conclui-se que, a intoxicagéo se da por
uma infinidade de fatores, dentre os quais, a exposi¢éo ocupacional aos agrotoxicos
e as condicdes de trabalho existentes, o que aumenta o grau de exposicdo por
parte dos trabalhadores rurais. E necessario alertar esses profissionais sobre os
riscos que correm ao utilizar tais substancias quimicas, principalmente quando o
contato com o xenobiotico ocorre sem a utilizagdo de equipamentos de seguranca
individual, potencializando a ocorréncia de alteracdes na sua funcé@o hepatica e,
consequentemente, os quadros graves de intoxicacéao.

Além disso, informar-lhes a respeito dos mais diversos tipos de exames
laboratoriais que podem ser realizados para diagnosticar precocemente doencas
hepaticas decorrentes da exposicéo aos agrotdxicos, com vista a reduzir o indice de
mortalidade nessas circunstancias, ja que sdo doengas, muitas vezes silenciosas
que podem se manifestar muito tempo apds a exposicao, dificultando o tratamento.
E imprescindivel haver uma preparacdo dos individuos antes da realizagdo dos
exames, por exemplo, fazer uma dieta hipolipidica prévia, ou seja, dieta pobre em
gorduras, ou nao realizar coleta de sangue apoés as refei¢des, fatores estes que
poderiam aumentar as chances de encontrar niveis alterados de enzimas hepaticas,
representando assim um falso positivo.

Dessa forma, ao levar conhecimento aos trabalhadores rurais, alertando-os
sobre a gravidade de uma intoxicacéo, espera-se promover uma maior sensibilizacédo
sobre a necessidade de adocdo de medidas profilaticas individuais e coletivas
no ambito dos cuidados a salde, humana e ambiental, quanto ao uso das mais
diversas substancias toxicas presentes no cotidiano do agronegécio, resultando em

um impacto significativo na melhoria da qualidade de vida desses profissionais.
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RESUMO: O Brasil estd em segundo e terceiro
lugar no ranking, na producéo de soja e milho.
O fato do clima se estabelecer irregularmente
dentro das estacbes do ano tem trazido
consigo mudancas, que afeta diretamente a
lavoura. Neste sentido o uso de ativadores de
microrganismos do solo (AM) e adjuvantes, tais
como de retencéo de agua (ADRT) e de infiltragéo
(ADIF), tem se tornado muito frequente. O
trabalho teve como objetivo avaliar a influéncia
desses adjuvantes (ADRT e ADIF) e ativadores
de microrganismos (AM) na microbiota do solo
e no desenvolvimento da soja e milho. Os
tratamentos consistiram em avaliar os adjuvantes
(ADRT e ADIF) nas concentragbes de 0,5, 1,0
e 2,0 L ha' e ativadores da microbiota do solo,
nas concentracdes de 2,0, 4,0 e 6,0 L ha', com
e sem 0s adjuvantes, totalizando 16 tratamentos
por cultura. Os ensaios foram conduzidos em
casa de vegetacdo. Foram avaliados carbono da
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biomassa microbiana (CBM), respiracdo basal
(RB), quociente metabdlito (qCO,) e microbiano
(gMIC), analise quimica do solo e massa fresca e
seca da parte aérea e raiz. Amenor concentragao
de ADRT e maior de ADIF trouxeram melhores
resultados, nos atributos microbioldégicos e no
desenvolvimento da planta nas duas culturas,
mostrando influéncia direta da umidade do solo. A
menor dose de FMA na soja foi melhor comparado
com o milho, em todos os parametros analisados.
O uso de AM com ADIF ou ADRT, se comportou
de maneira oposta nas duas culturas, com melhor
desenvolvimento da soja em maior concentragéo
de AM com os adjuvantes e menor concentragéo
de AM com os adjuvantes no milho. Tal fato pode
estar relacionado a diversidade da comunidade
microbiana que colonizam arizosfera. Conclui-se,
que os adjuvantes ADRT e ADIF na presencga ou
auséncia de AM, influenciam na disponibilidade
de agua no solo, promovendo incremento ou
diminuicdo da microbiota, consequentemente o
desenvolvimento da planta.
PALAVRAS-CHAVE: Microbiota do solo, Soja,
Milho, Ativadores de microrganismos.

SOIL ADJUVANTS AND THEIR EFFECTS
ON MICROBIOLOGICAL ATTRIBUTES
AND PLANT DEVELOPMENT

ABSTRACT: Brazil is in second and third place
without classification, in the production of soybean
and corn. The fact that the climate establishes
irregularly within the seasons of the year, has
brought with it changes, that directly affect the
crop. In this sense the use of soil microorganism
activators (MA) and adjuvants has become
very frequent, ADRT and infiltration (ADIF). The
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objective of this work was to evaluate these products in the soil microbiota and in the
development of soybean and corn. The treatments consisted of customs commissions
(ADRT and ADIF) at concentrations of 0.5, 1.0 and 2.0 L ha' and soil microbiota
activators at concentrations of 2.0, 4.0 and 6.0 L ha, with and without adjuvants,
totaling 16 treatments per culture. The trials were conducted under greenhouse
conditions. Microbial biomass carbon (CBM), basal respiration (RB), metabolic
(gCO,) and microbial quotient (gMIC), soil chemical analysis and fresh and dry mass
of shoot and root. The lower concentration of ADRT and higher ADIF showed better
results, in the microbiological attributes and in the development of the plant in the two
cultures, showing direct influence of soil moisture. A lower dose of AMF in soybean
was improved with maize in all analyzed parameters. The use of MA with ADIF or
ADRT behaves in opposite ways in the two cultures, with better soybean development
in higher concentration of MA with the adjuvants and lower concentration of FMA with
the adjuvants in maize. This may be related to the diversity of the microbial community
colonizing the rhizosphere. It is concluded that the ADRT and ADIF adjuvants in the
presence or absence of MA influence the availability of water, promoting the increase
or decrease of the microbiota, consequently the development of the plant.
KEYWORDS: Soil microbiota, Plant, Microorganism activators.

11 INTRODUGAO

A agricultura é um dos setores de maior importancia na economia brasileira
(TEIXEIRA, 2005). O cereal mais produzido no mundo atualmente € o milho e no
ranking de produtores o Brasil encontra-se em terceira posi¢cdo. Na producédo de
soja, 0 pais ocupa o segundo lugar, com producédo de 114 milhdes de toneladas por
ano, possuindo uma area plantada de 331,77 milhdes de hectares e produtividade
de 3.364 kg ha'. O Mato Grosso € o estado com maior produgéo, 30,5 milhdes de
toneladas de soja, possuindo uma &rea de plantacao de 9,32 milhées de hectares
e produtividade de 3.273 kg/ha' (CONAB, 2018). O estado do Parana é o segundo
maior produtor dessa cultura, atingindo produtividade de 19,5 milhées de toneladas,
com uma area plantada de 5,2 milhdes de hectares, produzindo 3.731 kg ha
', seguido pelo Rio Grande do Sul, com producédo de 18,7 milhGes de hectares e
produtividade 3.367 kg ha' (CONAB, 2018).

Glycine max (L) Merril € uma das espécies de maior influéncia na econémica
mundial. Os gréos produzidos por esta espécie séo utilizados em grande escala,
na industria de alimentos, quimica, na agroindustria, na producdo de ragdes para
animais, biocombustiveis (COSTA NETO; ROSSI, 2000), e produtos alimenticios
(bebidas, Oleos vegetais, farinha, proteina vegetal, shoyu) (CABRAL; MODESTA,
1981). A espécie Zea mays L., o milho, € uma planta rustica, consumida a mais de
cinco mil anos, sendo essencial na alimentacao de varias populag¢des na antiguidade.

Cereal de grande demanda na alimentacdo da populacéo, que é farta no consumo
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de carboidratos. Os graos também s&o utilizados como alimento para aves e nas
atividades agropecuarias (CANCADO, 2004).

O solo é um recurso natural, habitado por organismos vivos, e cuja atividade
contribui para a producédo de alimentos. A qualidade edafica é estabelecida por meio
de seu funcionamento, ou seja, a associagcdo de parametros fisicos, quimicos e
biolégicos (ARAUJO; MONTEIRO, 2007). Dentre os parametros microbioldgicos os
mais utilizados s@o a biomassa microbiana, respiragéo basal, quocientes metabolico
e microbiano e atividade de enzimas microbianas (SANTOS; MAIA, 2013). Estes
indicadores permitem realizar o monitoramento ou a avaliagcdo do que esta ocorrendo
no solo de um determinado local naquele momento, pois os pardmetros biol6gicos
sdo sensiveis e respondem rapidamente a qualquer alteragdo ocorrida devido ao
manejo desse recurso (SANTOS; MAIA, 2013).

Dentre as alternativas que tém sido utilizadas para melhorar as caracteristicas
do solo, estdo os polimeros ou condicionadores. Os polimeros hidroabsorventes
(conhecidos também como polimeros absorventes, superabsorventes ou hidrogéis)
possuem capacidade de absorver uma quantidade de 4gua muito superior a sua
propria massa. Como exemplo destes polimeros, encontram-se as poliacrilamidas
e 0s polimetacrilatos, os quais desde os anos 60 sdo utilizados na agroindustria
(REZENDE, 2000; GERVASIO:; FRIZONEE, 2004). Outros polimeros sintéticos
séo indicados para o uso na agricultura com a finalidade de retencéo de agua no
proprio material, a qual posteriormente € liberada lentamente no solo (MARQUES;
PINTO, 2013). Portanto, os adjuvantes de retencéo pode disponibilizar agua para
0s vegetais mesmo em periodos de escassez de agua (AZEVEDO; BERTONHA;
GONGCALVES, 2002).

As atuais mudancas abruptas nas condi¢des climaticas, como a precipitacéo
pluviométrica, geram longos periodos de chuva ou de seca que afetam negativamente
a producdo agricola brasileira. Assim, &€ necessaria a busca por alternativas
sustentaveis que possam reduzir o impacto decorrente desse desequilibrio na
produtividade agricola e na qualidade do solo. Nesse contexto, o uso de ativadores
de microrganismos do solo (AM) e adjuvantes como de retencéo de dgua (ADRT)
e de infiltragcdo (ADIF), tem se tornado muito frequente na tentativa de amenizar o
impacto negativo causado na lavoura pelas mudancgas climaticas. O objetivo deste
trabalho foi avaliar a influéncia desses dois adjuvantes e do AM na dindmica da
microbiota do solo e no desenvolvimento da soja e do milho.

21 MATERIAL E METODOS

O ensaio foi realizado em casa de vegetacdo na Universidade Estadual do
Norte do Parana (UENP) — Campus Luiz Meneghel, as plantas cresceram em vasos
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com capacidade para nove litros de solo (LATOSSOLO VERMELHO eutroférrico),
coletado na fazenda escola. O ensaio consistiu de duas culturas, soja e milho e 17
tratamentos (Tabela 1), com 4 repeticbes para cada espécie, totalizando 68 vasos
por cultura.

A aplicacdo dos produtos (Ativadores de Microrganismos [AM]; Adjuvante
e retencéo [ADRT]; Adjuvante de infiltracdo [ADIF] e adubo bioldgico [AB]), foi
realizada utilizando-se pipetas automaticas, no estagio V3 das plantas. As coletas
de solo e das plantas das duas espécies foram realizadas no més de fevereiro, no
periodo em que as plantas estavam em florescimento.

Tratamentos Descricao

s/ aplicacao Testemunha Controle (150 L H,O ha')
0,5 LADIF + 150 L H,0 ha"
1,0 LADIF + 150 L H,O ha™
2,0 LADIF + 150 L H,0 ha™
0,5 LADRT + 150 L H,O ha'
1,0 LADRT + 150 L H,0 ha"'
2,0 LADRT + 150 L H,O ha
2,0 LAM + 150 L H,0 ha"
4,0 LAM + 150 L H,0 ha"
6,0 LAM + 150 L H,0 ha"
2,0 LAM + 1,0 LADRT + 150 L H,O ha™
4,0 LAM + 1,0 LADRT + 150 L H,O ha™
6,0 LAM + 1,0 LADRT + 150 LH,O ha
2,0LAM + 1,0 LADIF + 150 LH,O ha
4,0LAM + 1,0 LADIF + 150 LH,O ha
6,0 LAM + 1,0 LADIF + 150 L H,O ha
AB 16 150 LAB ha

ADIF

ADRT

AM

© 0O N[O 0o MO N =

—_ -
- O

AM+ADRT

—_
N

-
w

AM+ADIF

-
a b

Tabela 1. Tratamentos dos ensaios com cultivo de soja e milho.

Dados: [ADIF] = adjuvante de infiltragdo; [ADRT] = adjuvante de retencéo; [AM] =
ativador de microrganismos; [AB] = adubo biologico.

2.1 Analise agrondémica das plantas

Foram realizadas pesagem da massa fresca e seca da raiz e parte aérea
e determinagéo do volume da raiz. Apés a pesagem da massa fresca, as plantas
foram colocadas em saco de papel e levadas para estufa com circulagéo forcada a
60 °C até obtencédo da peso constante.
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2.2 Analise do solo (microbioldgica e quimica)

A separacgéo do solo foi manual e com cautela para que ndao houvesse perdas
significativas de raizes. Assim, apds a separagdo, as amostras foram colocadas
em sacos plasticos e transportadas para o laboratorio de Fertilidade do Solo da
Universidade Estadual do Norte do Parana — UENP, onde ficaram armazenadas em
geladeiras, até a realizagdo das analises microbiolégicas. Estas foram peneiradas
em peneiras com malha de 2 mm.

2.3 Determinacao do carbono da biomassa microbiana (CBM) — Método
de fumigacao-extracao

O procedimento de quantificacdo do carbono da biomassa microbiana, foi
pelo método proposto por Vance; Brookes; Jenkinson (1987). Teores de carbono
foram determinados a partir do método proposto por WALKLEY; BLACK (1934)
modificado segundo TEDESCO et al. (1985).

2.4 Respiracao Basal do Solo (RBS) e Quociente metabdlico (qCO,)

Dentre as anélises, esta a que quantifica atividade microbiana, esta analisada
com a determinagéo da respirac¢éo basal (C-CO,) com base no método proposto por
JENKINSON; POWLSON (1976).

Conforme os resultados adquiridos através das analises de Carbono da
Biomassa Microbiana (CBM) e do teor de Carbono Orgénico Total (COT) foi calculado
0 quociente metabdlico (qCO,), conforme proposto por Anderson; Domsch (1993).
2.5 Determinacao do carbono organico total (COT) e Quociente
Microbiano (gMIC)

A determinacdo do COT foi realizada em combustdo da matéria orgénica via
Umida, com uso de 0,5 g de amostra, segundo WALKLEY; BLACK (1934), modificado
por Tedesco et. al. (1985), sem aquecimento externo em chapa.

O quociente microbiano (gMIC) foi determinado pela razao CBMS/COT. De
acordo com Baretta et al. (2005) esta relagéo tem sido utilizada como indicador
de qualidade da matéria organica presente no solo, esses valores expressam
a eficiéncia da biomassa microbiana em utilizar o C desta matéria orgéanica,
solubilizando e mineralizando nutrientes para disponibilizagdo das plantas. Valores
maiores e menores a 1,8% expressam acumulo ou perda de C respectivamente, ou
seja, valores maiores o carbono esta imobilizado na biomassa microbiana ficando
indisponivel e valores menores a matéria orgénica nao esta sendo degradada pelos

microrganismos, ocorrendo perda por oxidagao.

2.6 Determinacao da colonizacao das raizes pelos Fungos Micorrizicos
Arbusculares

A ocupagéo das raizes, sucedida pelos fungos foi estabelecida através de
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amostras (raizes), com diametro menor que 2 mm, estas clarificadas com KOH
10%, acidificadas com HCI 0,1 N e apés, as estruturas dos AM presente nas raizes,
passaram por um processo de coloracdo, por meio de uma solucdo de tripano
0,05% de acordo com o método proposto por Phillips; Hayman (1970). O percentual
de colonizagéo foi estipulado pelo procedimento de interseccdo de acordo com
Mcgonigle; Evnas; Miller (1990), sendo possivel assim, analisar as estruturas dos

fungos (hifas asseptadas, arbusculos e vesiculas).

31 RESULTADOS E DISCUSSOES

O uso de adjuvante de infiltracdo (ADIF) na dose de 2,0 L na éarea total
apresentou melhores resultados nos parametros microbiolégicos e agrondémicos
analisados, destacando um aumento significativo no carbono da biomassa microbiana
(CBM) no solo de cultivo de ambas as culturas (Tabelas 2 e 4). Foi também observado,
através do (qCO,), maior disponibilidade e degradagéo da matéria orgéanica (M.O.)
pelos microrganismos, que em porcentagem mostra a quantidade de didxido de
carbono liberado, e o quanto esta sendo perdido, comparado com a testemunha e
com o adubo biolégico (Tabelas 2 e 4). O volume, o peso de raiz e a massa aérea,
tanto na soja, quanto no milho, também apresentaram resultados mais relevantes,
na maior dosagem 2,0 L em area total do ADIF (Tabelas 3 e 5).

No uso de adjuvante de retencao (ADRT) as doses 0,5 L e 2,0 L foram as que
apresentaram os resultados microbioldégicos mais satisfatérios na cultura do milho
(Tabela 2) enquanto que na soja foi a dose 0,5 L (Tabela 4). Os dados coletados
mostraram maior biomassa microbiana do solo (C-BMS), maior degradacédo da
matéria orgénica, que levou a taxa de CO, ser menor. Podendo considerar, que esta
dosagem nao interferiu na metabolizagdo dos componentes, ou seja, ndo causou
perturbagéo ao ambiente, o que manifestou menos estresse (qCO,) na comunidade

microbiana.
TRATAMENTO (m%gﬁ . "’('\ﬂ')c (mg c?eBcS:-coz (C?gf\)/IzS/ Umidade Mic(‘i/f)iza
solo) Kg™. h') RBS)
Testemunha 61,13 0,49 0,35 6,45 1,24 70,80
1 96,65 0,72 0,27 2,69 1,16 64,00
2 92,21 0,65 0,44 4,78 1,19 59,60
3 136,97 1,16 0,40 3,39 1,24 63,80
4 86,88 0,67 0,56 6,53 1,21 56,80
5 131,11 0,93 0,32 2,54 1,24 40,40
6 107,91 0,80 0,59 5,09 1,22 44,40
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7 26,33 0,18 0,24 8,95 1,20 38,40

8 60,23 0,46 0,37 6,26 1,22 51,60
9 72,52 0,52 0,48 6,93 1,21 43,20
10 124,03 0,90 0,55 4,61 1,31 37,20
11 48,09 0,37 0,32 6,84 1,24 77,60
12 55,15 0,42 0,51 9,46 1,40 66,00
13 116,59 0,88 0,39 3,16 1,24 73,60
14 88,38 0,58 0,51 5,77 1,23 63,60
15 94,27 0,76 0,07 0,76 1,17 63,60
16 142,57 0,98 0,50 3,48 1,20 58,40

Tabela 2. Resultados microbiolégicos: carbono da biomassa microbiana do solo
(C_BMS); respiracéao basal do solo (RBS); quociente microbiano (gMIC); quociente
metabdlico (qCO,) da cultura do milho.

Esses resultados foram comparados com a testemunha e com o adubo
bioldgico. Os dados referentes ao (qCO,), quando elevados indicam que a biota
do solo, esta sofrendo alguma interferéncia em sua estabilidade, o que ocasiona
situacoes de estresse na comunidade microbiana (ANDERSON; DOMSCH, 1993).

Os resultados se estabeleceram dentro do esperado, uma vez que todos
os vasos foram mantidos constantemente em condigcdo de campo (CC) a 60%,
sendo esta, a capacidade ideal para a maioria dos vegetais, portanto, era esperado
que a maior infiltracdo e menor retencéo de agua afetaria de maneira positiva o
desenvolvimento da planta (Tabela 3 e 5).

Na cultura do milho, em condigbes ideais de agua (60% CC), quanto maior
€ a concentragdo do produto AM, melhores foram os resultados dos parametros
analisados da comunidade microbiana (Tabela 2) e andlise agronémica das
plantas (Tabela 3). O Unico indicador microbiolégico que oscilou foi a colonizagao
micorrizica, que foi maior na concentracdo de 4,0 L. Levando em consideracéo, que
a composi¢ao quimica e bioldgica do produto em teste é desconhecida.

No milho, o uso do adjuvante de reten¢gdo nas maiores concentraces,
juntamente com AM, apresentou efeito deletérico nos parametros microbiolégicos
(Tabela 2) e no desenvolvimento da planta, quando em comparagdo com a menor
dose, testemunha e adubo biolégico (Tabela 3). Nenhuma das dosagens do

adjuvante de infiltracdo apresentaram efeito negativo (Tabelas 2 e 3).
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RELAGAO RAIZ /

TRATAMENTO RAIZ AEREA PARTE AEREA
VOL (mL) Peso (g) P F (g9) P S (g)
Testemunha 68,00 28,27 192,50 44,99 2,085
1 76,67 22,13 211,33 51,67 0,751
2 40,00 28,63 209,33 46,78 0,581
3 80,00 45,22 261,00 54,17 0,770
4 82,50 40,23 258,50 58,31 0,682
5 60,00 26,95 227,00 52,07 0,557
6 53,33 28,96 220,00 52,52 0,605
7 70,00 32,18 239,50 55,27 0,583
8 75,00 35,59 233,25 52,13 0,687
9 102,50 49,93 239,00 60,47 0,795
10 120,00 37,15 260,33 59,50 0,659
11 73,33 24,00 254,75 56,39 0,536
12 65,00 20,64 217,50 50,42 0,413
13 73,33 22,82 234,67 54,54 0,417
14 60,00 23,11 222,00 51,49 0,563
15 77,50 22,85 217,50 51,35 0,427
16 82,50 16,93 215,00 53,70 0,317

Tabela 3. Resultados agronémicos: peso fresco (PF); peso seco (PS) da cultura do
milho

Na cultura da soja, observamos exatamente o contrario, em condigbes ideais
hidricas a dose intermediaria (4,0 L) de AM aumentou a biomassa do solo, como
consequéncia teve-se maior mineralizagdo. Em relacdo a testemunha e a adubo
biolégico, a concentracdo 2,0 L aumentou a micorrizagéo e apresentou menor nivel
de perturbacao/estresse, na comunidade edéfica. Levando em consideragéo que
a menor dosagem expds resultados de C-BMS e gMIC satisfatérios dentro dos
parametros analisados e comparados (Tabela 4). No desenvolvimento da planta, a
que mais otimizou os quesitos agrondmicos foi a 2,0 L (Tabela 5).

Em condicbes de retencdo de agua, a comunidade microbiana do solo
se favoreceu na dosagem (4,0 L) de AM, considerando que, a maior dosagem,
também apresentou resultados satisfatoérios comparados com os modelos propostos
(testemunha e adubo bioldgico). Nas avaliagdes agrondmicas a maior concentra¢ao
de AM, juntamente com ADRT, manteve os melhores resultados, sendo que o mesmo
ocorreu com a maior concentragcado do ADIF em todos os pardmetros analisados.
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C_BMS RBS

TRATAMENTO  (mg C. Kg "('V/“)C (mg de C-CO, (Cigf\)/IZS/ Umidade Mic(?,/:r)iza
solo) Kg™. ) RBS)

TESTEMUNHA 4898 061 0,54 18,04 1295 650
1 4813 06 0,32 6,56 1253 590
2 95,01 1,20 0,26 2,81 1200 650
3 9348 1,41 0,38 4,27 1285 650
4 9382 146 0,54 5,60 1313 750
5 8312 185 0,53 7,13 1298 480
6 2818 051 0,51 20,10 1302 600
7 10211 1,63 0,24 2,35 1206 730
8 11699 1,90 0,52 4,43 1276 630
9 8768 1,00 0,41 4,47 1236 600
10 67,73 0,79 0,39 5,79 1276 480
1 207,06 254 0,27 137 1316 690
12 10459 1,19 0,58 5,88 1237 680
13 909 1,10 0,48 5,47 1310 650
14 7448 076 0,55 7,19 1274 550
15 13846 172 0,27 194 1317 540
16 14181 188 0,34 3,47 1336 530

Tabela 4. Resultados microbiol6gicos: carbono da biomassa microbiana do solo
(C_BMS); respiragao basal do solo (RBS); quociente microbiano (gMIC); quociente
metabolico (qCO,) da cultura do soja.

RAIZ AEREA RELAGCAO RAIZ /

TRATAMENTO PARTE AEREA
VOL (mL) Peso (g) P F (g9) PS(g)
Testemunha 82,00 16,67 124,23 42,40 0,395
1 54,67 19,37 137,62 42,05 0,451
2 63,50 13,01 137,94 44,63 0,292
3 87,00 19,57 152,81 40,82 0,530
4 95,00 17,10 163,39 40,97 0,374
5 76,00 13,41 135,77 39,17 0,343
6 63,67 13,27 148,54 40,43 0,370
7 102,00 20,08 163,97 46,90 0,431
8 79,67 15,97 158,36 46,23 0,371
9 78,33 14,47 145,14 43,73 0,342
10 83,00 12,73 154,52 41,43 0,374
11 92,67 17,83 157,78 58,95 0,464
12 104,00 27,49 170,28 47,02 0,562
13 96,00 20,11 154,61 41,45 0,480
14 96,33 22,87 154,85 43,10 0,571
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15 121,67 24,89 170,69 46,73 0,505
16 117,33 24,63 165,27 47,80 0,471

Tabela 5 resultados agronémicos: peso fresco (PF); peso seco (PS) da cultura da soja.

Na relacédo raiz/parte aérea, a aplicagdo dos produtos na cultura do milho
provocou maior investimento de carbono na parte aérea, o que levou estas terem
maior biomassa do que as raizes. Com 0 aumento na disponibilidade de nutrientes,
néo se torna necessério o elevado crescimento do sistema radicular para a melhor
nutricdo, pois os elementos estdo disponiveis em grande quantidade. Isso influencia
de forma direta o desenvolvimento das estruturas aéreas, como gréos, vagens, entre
outros, consequentemente a produtividade. Ja na cultura da soja, os resultados se
mantiveram em relagdo a testemunha. O controle mostrou que a maior parte do
investimento de carbono esta sendo direcionado a parte aérea e que mesmo com
a aplicagéo dos produtos em teste, os valores néao se distanciaram da testemunha.

Rodrigues et al., (2011), observaram em condi¢des microclimaticas em
solo de Floresta Tropical umida, maior crescimento populacional bacteriano, em
periodo chuvoso, o que mostra que a pluviosidade tem participagéo fundamental no
desenvolvimento bacteriano no solo.

Porém, considerando o experimento em questéo, os dados foram expressos
de maneira contraditéria, onde as concentragcdes 0,5 ADRT e 2,0 ADIF, as que
demonstraram melhores resultados, sdo as que proporcionam ao solo menor
retencdo e maior infiltragdo, ou seja, menor disponibilidade de agua. O que traz
evidencias de que a agua é importante no desenvolvimento da microbiota em
geral, no entanto, a alta quantidade pode desequilibrar a comunidade. A microbiota
edafica € composta por uma rica biodiversidade, onde muitos dos microrganismos
sé@o aerdbicos e sofrem com o aumento da quantidade de agua, que desencadeia
diminuicdo na taxa de oxigenacéao.

Mas, deve-se considerar que o presente trabalho mostrou a dindmica dos
microrganismos, diante das diversas condi¢des propostas pelos produtos aplicados,
se diferenciando do experimento feito por Rodrigues et al. (2011) em condicdes
ambientais naturais, nos diversos periodos do ano.

O presente estudo, foi de encontro a pesquisa de Souto et al. (2008),
estudando a comunidade de fungos e bactérias edaficas no estado da Paraiba. Os
autores encontraram maior populacéo de fungos no periodo de menor pluviosidade,
assemelhando-se do experimento com a soja e milho, onde as concentracbes que
proporcionaram menor quantidade de 4gua, a colonizagéo micorrizica apresentou os
melhores resultados. De acordo com Souto et al. (2008), 0 aumento do suprimento
hidrico pode reduzir ou contribuir na redugéo do fornecimento de O,, refletindo na
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populacéo de fungos. Ressaltando que Souto et al. (2008), conduziram o experimento
em ambiente natural, porém com a aplicagcdo de estercos, que também promovem
a retencao de agua.

Zonta et al. (2009), em seu experimento com um produto hidroabsorvente
(retém agua), obteve bons resultados nos quesitos observados, referentes a
estimativa da massa seca e fresca do sistema radicular e da parte area das plantas
de café. Porém, a concentracdo que mais beneficiou a cultura, foi 9 gramas do
produto, dose elevada, em relacéo as utilizadas no presente trabalho, com a cultura
da soja e milho, onde os melhores resultados, foram em concentragcdo do produto
adjuvante, de 1/18 da dosagem usada no café. No entanto, tais dados, podem estar
relacionados com a fisioanatomia das plantas em estudo, que no caso do café,
espécie arbustiva, com raiz profunda e bem desenvolvida, grande superficie de
contato e exsudacéo no solo.

A utilizagdo de um polimero hidrofilico (retengdo), na cultura do meléo,
mostrou que a irrigagdo com o produto possibilita maior teor de agua no solo, o que
favorece a produtividade do cultivar no estudo (BERNARDI; TAVARES; SCHMITZ,
2005). Tal estudo nao se estabeleceu de forma paralela ao trabalho com a soja e
milho, onde o produto retentor ADRT favoreceu e influenciou de maneira direta a
comunidade microbiana, porém em dosagens que proporcionaram um meio com
menor disponibilidade de H,O, que consequentemente foi melhor no desenvolvimento
dos vegetais. Tendo em vista, que se trata de plantas com fisiologia e anatomia
distintas.

Segundo Hafle et al. (2008), em um trabalho com maracuja, a massa seca
da parte aérea e raiz dos vegetais, apresentaram aumentos significativos, quando
aplicado doses de um polimero retentor.

A inoculagdo de fungos micorrizicos e hidrogel, na cultura do tomate,
mostrou resultados significativos, tanto na aplicagéo somente do hidrogel, quanto na
combinagéo de hidrogel com o in6culo micorrizico, sendo que dentre os parametros
analisados houve aumento na absorcdo de nutrientes, na producédo da biomassa e
na colonizag¢do micorrizica (FELIPE; RANFERE; LANGEN, 2003).

Tais fatos, podem estar associados a fisiologia e anatomia de ambas as
culturas, visto que uma apresenta um sistema radicular intenso (fasciculado), com
maior superficie de contato e grande exsudagéo no solo (milho) e a outra um sistema
radicular de um eixo principal (pivotante) e menor exsudacgéo, tendo em vista que,
a colonizagdo microbiana na rizosfera de planta é influenciada diretamente pelos
exsudatos liberados por estas, de acordo com a fisiologia e disposi¢cdo anatomica.
Um fator que pode também se correlacionar aos resultados apresentados € a
diversidade da comunidade microbiana que colonizam a rizosfera, ou a origem do
produto AM adicionado.
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Assim, podemos concluir que os adjuvantes ADRT e ADIF na presenca
ou auséncia de AM, influenciam diretamente na disponibilidade de &4gua no solo,
promovendo incremento ou diminuicdo da microbiota do solo e consequentemente
o desenvolvimento da planta.

41 CONCLUSAO

Os adjuvantes de retencéo e infiltracdo apresentam grande influéncia no
aumento da comunidade microbiana do solo e desenvolvimento da planta do milho e
soja. O AM “Feed de Microrganismos” apresentou relagcéo contraria nas culturas da
soja e milho, na auséncia e presencga dos adjuvantes, fato importante pela diferenca
fisiologica e anatdmica das plantas, no entanto, foi expressivamente significativo o
aumento da comunidade microbiana e desenvolvimento das plantas em comparacao
a testemunha.
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RESUMO: O objetivo deste trabalho foi comparar
o efeito protetor das diferentes solu¢des de
quitosana (0,5 e 1,0%) em laranjas descascadas
inteiras, partidas ao meio e em quatro pedagos
com as solugbes de &cido acético 2% e agua
destilada. Além disso, quantificar, s6lidos solUveis
totais, acidez, aparéncia e gosto das laranjas
submetidas aos tratamentos com as diferentes
solugcdes em diferentes dias de andlise. Foram
realizados 5 tratamentos com 4 repeticdes
totalizando 160 laranjas. Os tratamentos foram
dispostos da seguinte forma, para laranjas
inteiras: T1 (controle - sem aplicagdo), T2
(aplicada agua destilada), T3 (acido acético
2%), T4 (quitosana 0,5%), T5 (quitosana 1,0%).
Para laranjas cortadas ao meio, os tratamentos
foram: T6 (Controle - sem aplicacdo), T7 (agua
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destilada), T8 (acido acético 2%), T9 (quitosana
0,5%), T10 (quitosana 1,0%). Para as frutas
partidas em quatro pedacos, os tratamentos
foram: T11 (Controle - sem aplicagéo), T12
(agua destilada), T13 (acido acético 2%), T14
(quitosana 0,5%), T15 (quitosana 1,0%). O
experimento foi mantido durante 30 dias no
laboratério e a temperatura média foi de 25 °C.
Os dados obtidos foram submetidos & analise
de variancia e as médias comparadas pelo teste
de Tukey (p<0,05%). Concluiu-se que entre os
tratamentos ndo houve diferenca para acidez
titulavel, gosto e SST (sélidos soluveis totais),
porém na aparéncia percebe-se uma larga
diferenca nas laranjas tratadas com quitosana
a 0,5 e 1,0%. Estas apresentaram aparéncias
melhores e tiveram maior durabilidade.
PALAVRAS-CHAVE: Laranja, Quitosana,
Biofilme.

USE OF CHITOSAN FOR
CONSERVATION OF ORANGES (Citrus
sinensis) IN POST- HARVEST
ABSTRACT: This study aimed to compare the
protective effect of different concentrations of
chitosan solutions (0.5 % and 1.0 %) on whole,
split-in-two and split-in-four peeled off oranges
with the solutions of acetic acid 2 % and distilled
water. Besides, it aimed to quantify the soluble
solids (SS), titratable acidity (TA), appearance
and taste of the oranges which were submitted
to the treatments with different solutions in
different days of analyses. For this experiment,
five treatments with 4 repetitions each were
performed, totalizing 160 oranges. The evaluated
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treatments were, for whole peeled oranges: T1 (tcontrol group), T2 (distilled water), T3
(acetic acid 2 %), T4 (chitosan 0.5 % solution) and T5 (chitosan 1.0 % solution). For
the split-in-two oranges, the treatments were T6 (control group), T7 (distilled water),
T8 (acetic acid 2 %),T9 (chitosan 0.5 %) and T10 (chitosan 1.0 %). For the split-in-four
peeled oranges, the treatments were T11 (control group), T12 (distilled water), T13
(acetic acid 2 %), T14 (chitosan 0.5 %), T15 (chitosan 1.0%). The experiment was
maintained for 30 days in the laboratory and the average temperature was 25 ° C.
The obtained data were submitted to a variance analysis and the mean numbers were
compared by the Tukey test (p<0,05%). It was concluded that no significant differences
for TA, taste and SS (soluble solids) were observed among the treatments, however,
there was a significant difference in the appearance of oranges treated with chitosan
0.5 % and 1.0 %, which were better looking and had greater durability.

KEYWORDS: Orange, Chitosan, Biofilm.

11 INTRODUGAO

O Brasil é o maior produtor de laranjas (Citrus sinensis) do mundo, produzindo
anualmente cerca de 18 milhdes de toneladas da fruta (G1, 2019).

A safra 2019/2020 do cinturéo citricola de S&o Paulo e Tridngulo/Sudoeste
Mineiro é reestimada em 384,87 milhdes de caixas, segundo a FUNDECITRUS
(2020).

Ja a safra de 2017/2018, alcangou um milhdo de toneladas ou 24 milhdes
de caixas representando um crescimento de 33% sobre as 750 mil toneladas de
2016/2017. O Parana é o terceiro maior produtor do Brasil, estando atras de Séo
Paulo e Minas Gerais. Essa pratica emprega em torno de trés mil pessoas no campo
e gera R$ 315 milhdes em Valor Bruto da Producgédo (VBP), caracterizando 6% do
total nacional (IAPAR (2017).

Ao escolher frutos para consumir, as pessoas sempre consideram, ao comprar,
a qualidade dos mesmos. No que tange aos citricos, a qualidade esta relacionada
a muitos fatores ligados as suas condigOes intrinsecas e as manipulagbes que
ocorreram. A qualidade das frutas na colheita representa a “qualidade potencial”,
sendo que a mesma podera sofrer alteragbes, dependendo principalmente dos
tratamentos que os alimentos receberdo. E comum que, ap6s a colheita até chegar
ao local de compra no varejo, a qualidade sofra muitas perdas, ocasionando
rejeicdes e prejuizos para todos os setores produtivos desse ciclo (POZZAN, 2004).

Os motivos que provocam as chamadas perdas pos-colheita podem ser
catalogadas, segundo Chitarra e Chitarra (1990) sao:

a) fisiologicas — perdas consideradas inevitaveis e decorrentes dos
fatores enddégenos;
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b) mecanicas — ferimentos ou amassamentos ocorridos nos frutos que
irdo provocar aumento nas taxas de respiracdo e de transpiracéo,
incrementando as perdas fisiolégicas;

c) microbiolégicas — ataques por microorganismos; no caso dos citros,
fungos que atuam na pré e pods-colheita sdo, certamente, uma das
maiores causas de perdas; também injurias mecéanicas e ataques de
pragas aumentam a predisposicao dos frutos aos microorganismos.

Acresce-se aos problemas da pos-colheita os referentes a aparéncia dos
frutos, visto que para o consumidor tem um peso grande na hora da sua escolha,
podendo ser mais importante que suas caracteristicas organolépticas (AZEVEDO,
2007).

No trabalho de Souza et al.(2008), apresenta-se que o aspecto considerado
mais importante em seu experimento foi a qualidade (aparéncia, sabor, aspectos
nutricionais e durabilidade das frutas, legumes e verduras.

Atualmente, é preciso realizar a conservagcdo de produtos alimenticios,
principalmente de frutos e seus subprodutos, e assim observa-se sensivel
impacto sobre a disponibilidade deles ao longo do tempo, ao serem minimamente
processados (RESENDE, 2017). A presenca de fungos e de sua atividade metabdlica
€ identificada como uma das principais causas biolégicas primarias de perdas de
produtos pereciveis de origem vegetal (CANELLA, 2001).

Os Sdélidos Soluveis Totais (SST) sdo compostos sollveis em agua que
estao presentes nos frutos como, por exemplo, agucares, vitaminas, aminoacidos e
pectinas. O teor de SST depende do nivel de maturagdo em que a fruta foi colhida e
comumente cresce ao longo da maturagéo por intermédio de processos biossintéticos
ou pela degradacao de polissacarideos (CHITARRA, CHITARRA, 1990).

A acidez titulavel de um fruto se déa através da presenca de acidos organicos.
Conforme Brody (1996), o teor dos acidos citados normalmente diminui durante
0 processo de maturagcdo por causa da oxidacdo dos acidos no ciclo dos &cidos
tricarboxilicos devido a respiragdo, assim faz-se fundamental a sintese de lipidios,
compostos fendlicos e aromas volateis, como afirma Chitarra (2005). Logo, a
variagdo do Teor de Acidez indica a etapa de maturagéo do fruto, ja que esse teor
diminui de acordo com o0 avang¢o do amadurecimento.

Os principais substratos da respiragdo sdo acidos orgéanicos, agucares e
lipideos que foram reunidos no decorrer do desenvolvimento (HOBSON et al 1993).
No decurso da respiragéo os mesmos séo oxidados em moléculas mais simples (CO,
e O,), com produgéo de energia e esqueleto carbbnico que podem ser utilizados em
reacOes de sintese. A energia liberada encontra-se em forma de ATP e calor (WILLS
et al.1998). A respiracao acarreta modificagdes no fruto, levando ao apodrecimento
(WILLS et al.,1981).
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O controle quimico atualmente se constituicomo a principal forma de controlar
a amenizagao da incidéncia de doencas pds-colheita provocadas por fungos em
frutos e em seus derivados, os quais promovem uma consideravel perda desses
produtos antes mesmo de chegar ao consumidor. A enorme utilizagéo de fungicidas
sintéticos nesses produtos apresenta significativas desvantagens, como os perigos
para os que entram em contato como o alimento, elevagéo do custo da produtivo,
preocupacéo referente aos residuos que podem permanecer nos produtos, ameacga
a saude publica e ao meio ambiente (RESENDE, 2017).

InUmeras pesquisas apresentam que ha muita contaminagdo de recursos
hidricos por defensivos agricolas, assim ocasionando a morte de diversas espécies
da fauna e flora que estdo em contato com essas aguas. Além de que, parte dos
agrotoéxicos utilizados se acumula no organismo humano, inclusive no leite materno.
O consumo do leite contaminado pode ocasionar problemas a saude dos recém-
nascidos, devido ao fato de possuirem maior susceptibilidade a exposicéo a agentes
quimicos presentes no ambiente (ABRASCO, 2015).

A quitosana tem uma ampla aplicabilidade na area biomédica, pois além de
ser facilmente moldadas em varias formas, pode ser biodegradada pela lisozima,
uma enzima presente no corpo humano. Esse biopolimero tem demonstrado
ser eficaz como analgésico no tratamento de feridas abertas e ao ser associado
a farmacos analgésicos e a anti-inflamatérios, melhora a biodisponibilidade e a
atividade analgésica destes medicamentos (LARANJEIRA E FAVERE, 2009).

Na industria alimenticia, a quitosana possui um amplo espectro de possiveis
aplicagbes, como a producdo de filmes biodegradaveis (biomembranas), a
reutilizacao de subprodutos, a purificacéo de 4gua, a clarificacéo de sucos de frutas,
a encapsulacdo de aromas, a atuagdo como agente antioxidante, emulsificante e
estabilizante, podendo-se observar sua eficacia quanto a preservacéo da qualidade
microbiolégica dos alimentos (ARNAUD et al., 2017). Desta forma, utilizar a quitosana
€ um bom recurso para evitar o espectro de possiveis problemas acima citados.

21 OBJETIVO DA PESQUISA

»  Comparar o efeito protetor das diferentes solugdes de quitosana (0,5 e
1,0%) em laranjas descascadas inteiras e laranjas descascadas e par-
tidas em quatro pedagos com as solugdes de acido acético 2% e agua
destilada.

31 QUESTAO PROBLEMA

«  E possivel utilizar a quitosana na conservacao da laranja na pos-colhei-
ta?
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*  Qual das concentragdes utilizadas possui melhor efeito?

+  Existe diferenca no retardo do amadurecimento das laranjas descasca-
das e partidas em quatro pedagos quando tratadas com quitosana e com
as demais solugbes?

41 HIPOTESES DA PESQUISA

+  Aquitosana pode ser utilizada na conservagéo da laranja na pés-colhei-
ta;

»  Existe uma concentracéo ideal que funciona como potencial biofilme na
conservacao da laranja na pés-colheita;

» Laranjas descascadas e tratadas com quitosana possuem uma durabili-
dade maior do que laranjas descascadas e partidas em quatro pedacos.

51 DESCRICAO DE MATERIAIS E METODOS

A metodologia utilizada neste trabalho foi quali-quantitativa onde o
conhecimento é objetivo e quantificavel, de modo que o mesmo ¢ obtido, em geral,
por intermédio da realizacao de pesquisas cientificas do tipo experimental. Destarte,
a realidade objetiva existencial concreta & estavel, observavel e mensuravel,
compreendendo-se que:

[...] num estudo quantitativo o pesquisador conduz seu trabalho a
partir de um plano estabelecido a priori, com hipéteses claramente
especificadas e variaveis operacionalmente definidas. Preocupa-se
com a mediagéo objetiva e a quantificagdo dos resultados. Busca a
precisao, evitando distor¢coes na etapa de analise e interpretacéo dos
dados, garantindo assim uma margem de seguranca em relagao as
inferéncias obtidas. (GODQY, 1995, p.58)

Assim, entende-se que na perspectiva quali-quantitativa de pesquisa
cientifica, a explicacdo da realidade concreta somente ocorre ao ser feita por
equipamentos padronizados, neutros, tornando possivel, generalizagdes com
precisdo e objetividade, a qual priorize a busca de técnicas de controle sobre a
natureza, mais do que seu conhecimento e compreensio (BORGES E DALBERIO,
2007,P. 4).

Vale ressaltar que além dos experimentos foram realizadas inUmeras
pesquisas bibliograficas com objetivo de conhecimento prévio sobre o assunto e
pesquisas que ja foram desenvolvidas nesta area.

Para o preparo as solugdes de quitosana (0,5 e 1,0%), foram adicionadas em
um mixer agua destilada, acido acético 2% e o percentual de quitosana, e assim foi
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deixado em temperatura ambiente por 24 horas no laboratério de Quimica da UFPR
— Setor Palotina.

A experimentacao foi desenvolvida no laboratorio de Ciéncias do Colégio
e os tratamentos e controle foram dispostos a fim de comparar o resultado de um
com o outro. A disposi¢céo das réplicas ocorreu de modo nao casualizado, a fim de
garantir resultados mais exatos e precisos.

As laranjas utilizadas no experimento foram agroecolégicas, produzidas no
municipio de Ipora-Parand, com latitude 16° 26’ 29” Sul e longitude 51° 7’ 11” Oeste.
Os frutos foram todos descascados, pois a casca dos mesmos ja é uma protecao
natural, assim descascaram-nas para evidenciar o efeito conservante ou ndo das
solugdes. Porém elas estavam divididas em trés variaveis: frutas inteiras, partidas ao
meio e em quatro pedacgos. Realizaram-se cinco tratamentos com quatro repeti¢cdes
cada, totalizando 160 laranjas, as quais foram ou ndo imersas nas solugdes. A
temperatura média do laboratério foi de 25 °C.

Os tratamentos foram dispostos da seguinte forma:

Laranjas descascadas inteiras:

»  T1- Controle (Sem aplicagéo)
+  T2- Agua destilada

+  T3- Acido acético 2%

*  T4- Quitosana 0,5%

*  T5- Quitosana 1,0%

Laranjas descascadas cortadas ao meio:
+  T6- Controle (Sem aplicacao)

«  T7- Agua destilada

« T8 Acido acético 2%

*  T9 - Quitosana 0,5%

*  T10- Quitosana 1,0%

Laranjas descascadas cortadas em quatro pedagos:

+  T11- Controle (Sem aplicacao)

«  T12- Agua destilada
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« T13- Acido acético 2%
»  T14- Quitosana 0,5%

*  T15- Quitosana 1,0%

Figura 1 — Disposi¢céo das laranjas para o experimento, onde respectivamente
estéo, as laranjas apenas descascadas, descascadas e partidas ao meio, e laranjas
descascadas e cortadas em quatro pedacos.

Fonte: Os autores (2017).

Foram realizadas duas analises, uma a cada quinze dias, pois como as
laranjas foram descascadas, possuem uma durabilidade menor. Nestas avaliagdes,
foram comparadas a aparéncia, o gosto, a quantidade de agucar (SST) e a acidez
titulavel dos frutos.

A aparéncia dos frutos, assim como o gosto, foi avaliada através de trés
voluntéarios que realizaram a prova e a analise do espectro das frutas em questdo. O
teor de SST foi quantificado com o auxilio de um refratdbmetro de Brix de campo e a
acidez titulavel, por meio da titulagéo das laranjas.

A partir dos dados coletados foi realizado um teste de comparacao de médias
e foi aplicado o Teste de Tukey (p>0,05), o qual indica em qual (is) tratamentos
houve (ram) a diferenca se a mesma existir. ApOs a realiza¢do da andlise estatistica,
os dados foram inseridos em tabelas e gréaficos para melhor visualizagdo dos
resultados.

61 RESULTADOS E DISCUSSAO

Observou-se que nao houve diferenca estatistica para o teor de sélidos
sollveis, acidez titulavel e sabor na primeira avaliacdo. No entanto, para a aparéncia
(Tabela 01) houve diferenga para a laranja dividida em quatro pedacos, sendo que
as solugbes feitas com quitosana apresentaram menor média, diferente do que
afirmam Chitarra & Chitarra (2005), ou seja, que a quitosana auxilia na conservagao
de frutas e hortalicas. Em mangas a aplicagcdo de quitosana promoveu redugéo do
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processo maturagdo, o que deve ao fato de ocorrer uma diminuigédo na difuséo de
oxigénio e, como consequéncia, a redugdo no indice de respiracdo (CHITARRA E
CHITARRA, 2005).

Aparéncia 12

Avaliagio Inteira Meia %
Testemunha 8,5 Aa 9,0 Aa 7,0 Ba
Agua destilada 8,5Aa 9,0 Aa 7,0 Ba
Acido acético 7,8 Aab 8,0 Ab 7,0 Ba
Quitosana 0,5% 7,5Bb 9,0 Aa 6,0 Cb
Quitosana 1,0% 8,0 Bab 9,0 Aa 6,0 Cb

Tabela 01 — Aparéncia de laranjas (inteiras, partidas ao meio e em quatro pedacos) aos
15 dias de experimento apés a aplicacéo de diferentes revestimentos. Palotina, PR.

Médias seguidas de mesma letra mindscula na coluna e mailscula na linha ndo variam
entre si de acordo com teste de Tukey (p<0,05).

Fonte: Os autores (2017).

De acordo com a tabela abaixo, observou-se diferenca para as
aparéncias, porém nao houve diferenca estatistica para agucar e gosto na segunda
avaliagao.

Na segunda avaliagéo de aparéncia (Tabela 02) houve diferenca estatistica
entre os tratamentos, no qual o melhor resultado foi observado para os frutos inteiros
com quitosana a 0,5%. Segundo Chitarra e Chitarra (2005), a aplica¢do da quitosana
pode reduzir a respiragédo dos tecidos vegetais o que leva a maior durabilidade das
laranjas, principalmente daquelas que foram mantidas inteiras, pois desta forma, ndo
houve qualquer tipo de dano fisico nas mesmas. A quitosana a 1% pode ter gerado
uma camada muito espessa de cobertura o0 que pode ter reduzido excessivamente
a respiracdo da laranja inteira levando assim a maior degradacéao dos frutos. Os
tratamentos com meia laranja e quitosana a 0,5% também se destacaram sendo o
melhor entre todos, seguido pelo de quitosana a 1,0% e acido acético. A aparéncia
obtida foi similar a da laranja inteira.

Para a laranja dividida em quatro partes, a testemunha e a agua destilada
houve apodrecimento dos frutos, antes mesmo da segunda avaliagdo de aparéncia,
assim foi possivel observar a importancia da cobertura comestivel para frutas
minimamente processadas, para maior durabilidade e aparéncia. O melhor resultado
de aparéncia foi com a quitosana a 1,0% (TABELA 02), pois pode ser que por se
tratar de “pedacos danificados” a quitosana a 1,0% promoveu o preenchimento
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parcial dessas aberturas presentes no tecido dermal, minimizando significativamente
a transferéncia de umidade (transpiracdo) e as trocas gasosas (respiragcéo), o que
diminui a velocidade de maturacdo, de acordo com ASSIS (2014).

Visto que o processo de maturacao dos frutos estéa diretamente relacionado
a um acréscimo na producgéo de etileno e, considerando-se que para essa producao
é necessario oxigénio (O,) exdgeno, a atenuagéo da permeagéo de O, para o interior
da fruta acarretard uma reducéo na producéao de etileno (Watada e Qi, 1999), o que
permite, em principio, prolongar a shelf life dos frutos. Onde isso ndo ocorreu em

laranja inteiro por ndo ter esses cortes.

Aparéncia 22

Avaliagio Inteira Meia %
Testemunha 5,0 Ab 5,5 Abc 0Bc
Agua destilada 5,0 Ab 4,5 Ac 0Bc
Acido acético 5,5Bb 6,5 Aab 3,5Cb
Quitosana 0,5% 7,0 Aa 7,0 Aa 4,5 Bab
Quitosana 1,0% 5,0 Ba 6,8 Aab 5,8 Abb

Tabela 02 — Tabela 01 — Aparéncia de laranjas (inteiras, partidas ao meio e em quatro
pedacos) aos 30 dias de experimento apds a aplicacéo de diferentes revestimentos.
Palotina, PR.

Médias seguidas de mesma letra minascula na coluna e maiuscula na linha ndo variam
entre si de acordo com teste de Tukey (p<0,05).

Fonte: Os autores (2017).

Segundo estudo feito pela Faculdade de Saude Publica (FSP) da USP,
parametros estéticos e sensoriais sdo um dos principais requisitos considerados por
consumidores no momento em que ponderam a seguranca de alimentos (ZH, 2010).

Apesar de existir diferenca estatistica apenas na segunda anélise de
aparéncia, foi possivel observar a variagcdo neste aspecto entre os tratamentos e o

tipo de corte nas laranjas (FIGURA 02).
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Figura 02 — Laranjas inteiras (A), seccionadas ao meio (B) e seccionadas em quatro
partes (C) e submetidas a diferentes tipos de revestimentos.

Fonte: Os autores (2017).

Na segunda avaliagdo a acidez obteve-se diferengca somente quanto ao
tamanho da laranja, sendo superior nas laranjas inteiras (TABELA 03).

Acidez 22 Avaliagao Inteira Meia %
0,51 ab 0,53 a 0,46 ¢

Tabela 03 — Médias de acidez titulavel dos frutos na segunda anélise realizada (ap6s 30
dias da aplicagéo das solugdes). Médias seguidas de mesma letra mindscula na coluna
e mailscula na linha ndo variam entre si de acordo com teste de Tukey (p<0,05).

Médias seguidas de mesma letra mindscula na coluna e mailscula na linha ndo variam
entre si de acordo com teste de Tukey (p<0,05).

Fonte: Os autores (2017).

O teor de sélidos soluveis € utilizado como um paréametro indireto do teor
de agucares, assim como estédo incluidos outros componentes que se encontram
no suco celular dos frutos, a exemplo de fendlicos, vitaminas, pectinas, acidos
organicos, dentre outros (CHITARRA E CHITARRA, 2005).

De acordo com Souza Junior (2016), esse teor, normalmente, aumenta com
0 amadurecimento das frutas através de processos biossintéticos ou por meio da
degradacéao de polissacarideos, quando ha conversao de amido em acguUcares.

Outro fator que contribui para o aumento no teor dos SST ao longo do
amadurecimento € a perda de massa fresca, o que faz com que os sélidos fiquem
mais concentrados no suco (GONCALVES, 2014). O teor de agUcares na polpa
do fruto pode diminuir ap6s um periodo prolongado de armazenamento, caso o
consumo de aglcares como substrato no processo respiratério seja superior aos
processos de degradacgéo de polissacarideos.

N&o se obteve diferenca estatistica entre os tratamentos para SST, porém o
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melhor resultado foi com o acido acético (Figura 03) e a laranja dividida em quatro
pedacgos (Figura 04), devido a seu amadurecimento e degradacgdo ser mais rapida,
podendo verificar isso na aparéncia 02, onde obteve diferenca estatistica, sendo
uma das aparéncias menos agradaveis.

Sélidos soluveis totais

8.1
7.8
7.5
6.9
tes dest acet quis quit10

Figura 03 — Teor de so6lidos sollveis (°Brix) de laranjas submetidas ao tratamento com
diferentes revestimentos.

*tes: testemunha, dest: tratamento com agua destilada, acet: tratamento com acido
acético, qui5: tratamento com quitosana a 0,5% e quit10: tratamento com quitosana a
1,0%).

Fonte: Os autores (2017).

Salidos soluveis totais

7.8

7.5

7.2
inteira metade quatro

Figura 04 — Teor de solidos soluveis (°Brix) em laranjas inteiras, partidas ao meio e em
quatro pedagos e submetida a diferentes tratamentos de revestimento.

Fonte: Os autores (2017)
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A acidez titulavel ndo se mostrou estatisticamente diferente entre os
tratamentos. Porém foi superior no tratamento com &cido acético (Figura 05),
e na laranja inteira (Figura 06), a qual pelo fato de néo estar cortada pode ter
apresentado uma degradacgdo de aglUcares mais lenta, o que também retardou seu
amadurecimento.

Acidez titulavel

0.44
0.43
0.42
0.41
0.4
0.39
0.38
0.37
0.36
0.35
tes dest acet quis quit10

Figura 05 - Acidez titulavel (% &cido de citrico).

*tes: testemunha, dest: tratamento com agua destilada, acet: tratamento com acido
aceético, quis: tratamento com quitosana a 0,5% e quit10: tratamento com quitosana a
1,0%).

Fonte: Os autores (2017).

Acidez titulavel

0.45
0.44
0.43
0.42
0.41

0.39
0.38
0.37
0.36
0.35

inteira metade quatro

Figura 06 - Acidez titulavel (% de acido citrico) em laranjas inteiras, partidas ao meio e
em quatro pedacgos e submetida a diferentes tratamentos de revestimento.

Fonte: Os autores (2017).
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71 CONCLUSOES

Para o consumidor a aparéncia € um dos principais indicativos que o alimento
possui boa qualidade e € seguro. Entre os tratamentos ndo houve diferenca para
acidez titulavel e SST, porém quanto a aparéncia das laranjas houve diferenca,
destacando-se os tratamentos com quitosana a 0,5 e 1,0%. Desta forma, os
resultados da utilizagdo da quitosana para a conservagéo de frutos destacam este
polimero como uma potencial alternativa sustentavel a cadeia produtiva da laranja,

sendo imprescindiveis mais estudos em pequena, média e grande escala.
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ABSTRACT: Common beans (Phaseolus
vulgaris L.) is a crop of great economic and social
importance for several countries, especially Brazil,
however, average Brazilian productivity is low due
to several factors, especially diseases, including
anthracnose (Colletotrichum lindemuthianum )
is considered one of the most severe, especially
if infected seeds are used in planting, the main
form of dissemination of the agent over long
distances. This research aimed to evaluate
possible differences in the germination and vigor
of seeds of different common bean cultivars
infected or not by Colletotrichum lindemuthianum
casual agent of Anthracnose. Five common
bean cultivars collected in the State of Mato
Grosso (Pérola, Branquinho, Pitoco Com Rama,
Pitoco Sem Rama and BRS Esplendor) were
used, separated into lots of contaminated and
healthy seeds. The experiment was conducted
at the Seed Laboratory of the Research and
Biotechnology Nucleus (Nupagri) - UEM, in a 5x2
factorial scheme (5 cultivars x 2 conditions) with
4 repetitions of 25 seeds for each cultivar in the
2 conditions (with and without anthracnose) in a
germinator regulated at a constant temperature
of 25° C. The counts were performed on the
5th and 9th days after installation. There was a
significant difference in germination between
healthy and diseased seeds for all variables
analyzed, which were% germination, vigor, health
and non-germinated seeds. For all analyzes,
healthy seeds showed better results.
KEYWORDS: Anthracnose, Seeds, Phaseolus
vulgaris L., RAS.
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QUALIDADE FISIOLOGICA E INCIDENCIA DE Colletotrichum
lindemuthianum NA GERMINAGAO E VIGOR DE SEMENTES DE FEIJAO
COMUM COLETADAS NO MATO GROSSO

RESUMO: O feijao comum (Phaseolus vulgarisL.) € uma cultura de grande importancia
econOmica e social para diversos paises, especialmente o Brasil, entretanto, a
produtividade média brasileira é baixa devido a diversos fatores, especialmente as
doencas, dentre elas a antracnose (Colletotrichum lindemuthianum) é considerada
uma das mais severas, principalmente se forem utilizadas sementes infectadas no
plantio, principal forma de disseminag@o do agente a longas distancias. A presente
pesquisa teve como objetivo avaliar possiveis diferencas na germinagéo e vigor de
sementes de diferentes cultivares de feijao comum (Phaseolus vulgaris L.) infectadas
ou nao por Colletotrichum lindemuthianum agente casual da Antracnose. Foram
utilizadas 5 cultivares de feijao comum coletadas no Estado do Mato Grosso (Pérola,
Branquinho, Pitoco Com Rama, Pitoco Sem Rama e BRS Esplendor), separadas em
lotes de sementes contaminadas e sadias. O experimento foi conduzido no Laboratério
de Sementes do Nucleo de Pesquisa e Biotecnologia (Nupagri) — UEM, em esquema
fatorial 5x2 (5 cultivares x 2 condi¢bes) com 4 repeticbes de 25 sementes para cada
uma das cultivares nas 2 condi¢des (com e sem antracnose) em germinador regulado
a temperatura constante de 25° C. As contagens foram realizadas nos 5° e 9° dias
apos a instalacdo. Houve diferencga significativa na germinagéo entre as sementes
sadias e doentes para todas as variaveis analisadas, sendo elas % de germinacéo,
vigor, sanidade e sementes ndo germinadas. Para todas as analises as sementes
sadias apresentaram melhores resultados.

PALAVRAS - CHAVE: Antracnose, Sementes, Phaseolus vulgaris L., RAS.

11 INTRODUCTION

Common beans (Phaseolus vulgaris L.) is a crop of great economic and
social importance for several countries, especially Brazil, which is the world’s largest
producer and consumer of beans (PAULA JUNIOR et al., 2008), however, productivity
Brazilian average is low due to several factors, especially the diseases that interfere
in the cultivation of this fabaceae (PEREIRA et al., 2004).

Among the several diseases that affect common bean culture in Brazil, the
anthracnose Colletotrichum lindemuthianum (Sacc. And Magnus) Lams stands out.
- Scrib being considered one of the most severe, especially in regions with mild
temperatures, with high relative humidity (MARINGONI e BARROS, 2002; REY
et al., 2009). Anthracnose can cause losses of up to 100% in crops, especially if
infected seeds are used in planting, the main form of dissemination of the agent over
long distances (VIEIRA, 1988; VECHIATO et al., 2001), because it reduces grain
production and quality (CHIORATO et al., 2006).

Infected seeds may be responsible for the fall in their germinative power and
vigor and cause their deterioration in warehouses, reduce the stand in the field,
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introduce pathogens in new areas, besides efficiently distributing initial sources of
infection in the crop (MACHADO, 1988). The pathogen may also have its inoculum
increased, in areas already contaminated, by consecutive planting of infected seeds
(VECHIATO et al., 1997; SARTORI et al., 2004).

Despite the evident risk regarding losses caused by contaminated seeds, the
presence of the pathogen in the seed does not guarantee that it will be transmitted to
the plant after it has germinated, which is justified by the fact that several other factors
influence this possible transmission, such as the amount of inoculum, edaphoclimatic
conditions and the survival time of the pathogen in the seed (SARTORATO e RAVA,
2000; RAVA et al., 2002).

The health test carried out on seeds is of paramount importance, as it provides
information on the levels of incidence of the pathogen that can be used in making
decisions about the control method to be used, such as the possible condemnation
of a lot of seeds (BRASIL, 2009), that is, it determines the sanitary conditions of the
lot.

The physiological quality of the seed is evaluated mainly by the germination
test that determines the maximum germination of the seed, when the conditions are
extremely favorable (POPINIGIS, 1985). According to Krzyzanowski et al. (1993),
the use of seeds of good physiological quality is a key factor in establishing the crop.

In this context, this research aimed to evaluate possible differences in the
germination and vigor of seeds of different common bean cultivars (Phaseolus vulgaris
L.) infected or not by Colletotrichum lindemuthianum casual agent of Anthracnose.

21 MATERIAL AND METHODS

The experiment was conducted at the Seed Laboratory of the Agricultural
Research Center (NUPAGRI) - UEM, in the city of Maringa - PR. Initially seeds of
five common bean cultivars were collected in the state of Mato Grosso, four cultivars
of the carioca type and one of the black type, with samples containing healthy seeds
and infected with the fungus C. lindemuthianum, which causes anthracnose, thus
forming 10 treatments in a 5x2 factorial scheme (5 cultivars x 2 conditions) with 4
replicates each (Table 1). The seeds were stored separately to avoid contamination.
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TREATMENT CULTIVARS CONDITION

T1 Pérola Healthy
T2 Branquinho Healthy
T3 Pitoco Com Rama Healthy
T4 Pitoco Sem Rama Healthy
T5 BRS Esplendor Healthy
T6 Pérola Infected
T7 Branquinho Infected
T8 Pitoco Com Rama Infected
T9 Pitoco Sem Rama Infected
T10 BRS Esplendor Infected

Table 1. List of treatments used to obtain Germination, Vigor and Health Test results.

Germination and vigor test - Each treatment mentioned above was submitted
to a germination test with four repetitions of 25 seeds each, in a germinator regulated
at a constant temperature of 25°C, using as a substrate germitest paper in the form
of a roll, moistened with distilled water in the proportion of 2.5 times the dry substrate
mass (BRASIL, 1992).

The vigor test was conducted together with the germination test, where the
percentage of normal seedlings was determined on the fifth day after the installation
of the experiment. The results were expressed as an average percentage of normal
seedlings, and these values were used to determine seed vigor.

Sanity test - To detect the presence of fungi, as well as their proportions, 100
seeds from each sample were used, divided into four replications of 25 seeds.

For the test, the seeds were arranged in transparent plastic boxes of the
“gerbox” type, previously cleaned with sodium hypochlorite solution (1%) and
alcohol (70%) for the purpose of disinfection. As substrate, two sheets of filter paper
previously sterilized, moistened with distilled and autoclaved water were used.

On the seventh day after the replications were installed, the seeds were
counted, and the seeds on which it was possible to identify the colony or structures
of the fungus C. lindemuthianum were considered infected.

Statistical analysis - The data obtained were subjected to analysis of
variance and the means compared by Tukey’s test at 5% probability using the
computational resources of the Genes software (CRUZ, 2013).

31 RESULTS AND DISCUSSION

For the percentage of seed germination, counting performed nine days
after the implementation of the experiment, there was a significant difference in
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germination comparing healthy seeds with sick ones, where healthy seeds had a
higher germination rate than infected seeds (Table 2). Among the healthy seeds, the
Pérola variety presented a higher germination index when compared to the others,

whereas for infected seeds, the branquinho variety presented a superior result.

Cultivars Healthy Infected
Pérola 94,00Aa 9,50Bb
Pitoco C Rama 86,75 A ab 13,00Bb
BRS Esplendor 85,00 Abc 13,50Bb
Pitoco S Rama 80,50 Abc 15,00B b
Branquinho 78,00Ac 26,75B a

Table 2. Results for germination percentage in count performed nine days after setting
up the experiment.

Means followed by the same capital letter in the lines and lower case in the columns did
not differ statistically by the tukey test at 5% significance.

The germination data are consistent with the results of Silva et al. (2011)
who, studying different levels of inoculum of C. lindemuthianum in beans, in the
cultivar Pérola, also detected higher rates of germination in treatments with lower
rates of inoculation, as well as, lower germination rates as the fungus inoculation
rates increased.

Sobiecki et al., (2014), evaluating different levels of anthracnose incidence
in cultivars of the carioca bean group, found that germination rates decrease as the
level of infestation increases, which is in line with the results found in the present
study.

The germination percentage of healthy seeds is close to those found by Jauer
et al. (2002) that observed in common beans, germination above 80%.

Regarding the health test, significant results were found between sick and
healthy seeds, which did not differ significantly between varieties (Table 3).

Cultivars Healthy Infected
BRS Esplendor 0,75Ba 86,00 Aa
Pitoco C Rama 1,25Ba 87, 75Aa
Pitoco S Rama 1,00Ba 85,50 Aa

Branquinho 0,75Ba 89,00Aa
Pérola 0,00Ba 86,00 Aa

Table 3. Results for the percentage of anthracnose infestation in a count made on the
seventh day after the test was set up - Health Test.

Means followed by the same capital letter in the lines and lower case in the columns did
not differ statistically by the tukey test at 5% significance.
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Machado and Pozza (2005) suggest a tolerance level in common bean seeds
in relation to C. lindemuthianum, from 1.0 to 3.0%, values that are consistent with
those found in the samples of healthy seed lots used in the present work.

Regarding the vigor test, there was a significant difference between healthy
and sick seeds, with healthy seeds having the highest vigor rates, as shown in Table
4. Regarding the comparison between varieties, significant responses were obtained
only among healthy seeds, where the Pitoco com Rama variety showed greater vigor
in relation to the Branquinho variety, however, not differing from the others.

Cultivars Healthy Infected
Pitoco Com Rama 85,75A a 10,00 B a
Pérola 79,00 A ab 550B a

BRS Esplendor 78,00 A ab 1225Ba
Pitoco Sem Rama 76,75 A ab 9,00Ba
Branquinho 69,50 Ab 14,00B a

Table 4. Results for the vigor test in counting performed five days after setting up the
experiment.

Means followed by the same capital letter in the lines and lower case in the columns did
not differ statistically by the tukey test at 5% significance.

Silva et al., (2011), evaluating different levels of inoculation of C.
lindemuthianum in beans, in the cultivar Pérola, found that as the inoculation rates of
C. lindemuthianum in bean seeds increased, the vigor of the seeds reduced, which
was also found by Sobiecki et al., (2014), corroborating the results found in this work.

For the percentage of dead or non-germinated seeds, there was a significant
difference between healthy and diseased seeds, with patients presenting higher
numbers of dead seeds, among which the varieties Pitoco Sem Rama, BRS Esplendor
and Pérola had a higher percentage of non-germinated seeds sprouted (Table 5).

Among the healthy seeds there was no significant difference for the parameter in

question.
Cultivars Healthy Infected
Pitoco Sem Rama 60,00Aa 3,00Ba i
BRS Esplendor 56,75Aa 4,00Ba
Pérola 55,50 Aa 2,00Ba
Pitoco Com Rama 46,00 A ab 1,00Ba
Branquinho 30,35Ab 5,00Ba

Table 5. Percentages of seeds not germinated or killed in counting performed nine days
after the experiment was set up.
Means followed by the same capital letter in the lines and lower case in the columns did
not differ statistically by the tukey test at 5% significance.
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The pathogen can decrease the physiological quality of the seeds when
crossing the integument, producing from a slight discoloration, to lesions in the
cotyledon tissues, causing their death and consequently inducing the seed not to
germinate (YERKES JUNIOR e CRISPIN, 1955; CHAVES, 1980).

The presence of the pathogen in the seeds generally works as a source of
spread of the primary inoculum, which can cause an epidemic in the initial phase of
the crop, which can result in dead seeds and, consequently, less plant population
and less grain production (SANTOS et al., 1996).

41 CONCLUSIONS

Seeds infected with anthracnose have lower germination rates when
compared to seeds without infestation, as well as less vigor and higher rates of non-
germinated or dead seeds.
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RESUMO: Os fungos micorrizicos sao
microrganismos presentes no ecossistema,
apresentando-se em 36 espécies. Quando
associados as plantas, ocorre uma simbiose
positiva, proporcionando aos vegetais nutrientes
em concentragcdes superiores as observadas
em condi¢cdes de nédo simbiose, independendo
da composi¢do do solo. Esses microrganismos
fazem parte da absorcdo e transformacéo de
elementos priméarios em substancias essenciais
para crescimento e, consequentimente,
melhores respostas na aclimatizacdo de
espécies micropropagadas. Pesquisas recentes
vém avaliando o efeito de fungos micorrizicos
em determinadas espécies de plantas cultivadas
in vitro. Dessa maneira, este estudo tem por
objetivo realizar uma revisdo sistematica sobre
0 manejo de fungos micorrizicos e seu papel
como acelerador do processo de aclimatizagéo
de mudas oriundas do cultivo in vitro. Foram
selecionadas publicagbes dos anos 2015 a 2020,
em portugués e inglés, nos bancos de dados:
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LITERATURA

LILACS, PUBMED e SCIELO, com as palavras-
chave: fungo micorrizico e cultivo in vitro com
microrganismos, mycorrhizal fungus, in vitro
cultivation with microorganisms. Em um total de
22 artigos encontrados, apenas 9 apresentou
relagcdo com o objetivo da pesquisa. Os resultados
evidenciam que a simbiose entre plantas e fungos
micorrizicos favorece o desenvolvimento das
plantas em condi¢des ex vitro e contribui para uma
maior eficiéncia do processo de aclimatizagéo,
uma vez que aumentam a taxa de sobrevivéncia
das plantas nessa importante etapa. Assim, a
utilizagdo de fungos micorrizicos no cultivo ex
vitro, € uma estratégia biotecnolégica que pode
ser perfeitamente empregada em protocolos de
micropropagacao.

PALAVRAS-CHAVE: Microrganismos,
micropropagacéo, simbiose, cultivo ex vitro.

ABSTRACT: Mycorrhizal fungi are
microorganisms present in the ecosystem,
present in 36 species. When associated with
plants, a positive symbiosis occurs, providing
plants with nutrients in concentrations higher
than those observed under non-symbiosis
conditions, regardless of soil composition. These
microorganisms are part of the absorption and
transformation of primary elements into essential
substances for growth and, consequently,
better responses in the acclimatization of
micropropagated species. Recent research has
been evaluating the effect of mycorrhizal fungi in
certain species of plants grown in vitro. Thus, this
study aims to carry out a systematic review on the
management of mycorrhizal fungi and its role as
an accelerator of the process of acclimatization of
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seedlings from in vitro cultivation. Publications from 2015 to 2020, in Portuguese and
English, were selected from the databases: LILACS, PUBMED and SCIELO, with the
keywords: mycorrhizal fungus and in vitro cultivation with microorganisms, mycorrhizal
fungus, in vitro cultivation with microorganisms. In a total of 22 articles found, only 9
were related to the research objective. The results show that the symbiosis between
plants and mycorrhizal fungi favors the development of plants in ex vitro conditions and
contributes to a greater efficiency of the acclimatization process, since they increase
the survival rate of the plants in this important stage. Thus, the use of mycorrhizal
fungi in ex vitro cultivation is a biotechnological strategy that can be perfectly used in
micropropagation protocols.

KEYWORDS: Microorganisms, micropropagation, symbiosis, ex vitro culture.

INTRODUCAO

O ecossistema engloba desde os microrganismos a grandes seres vivos,
respeitando esse equilibrio entre fauna e flora, esta a interagéo identificada entre
os fungos micorrizicos e as plantas, principalmente as frutiferas. Havendo uma
simbiose positiva a partir do momento que as plantas necessitam de organismos
vivos no solo para absorver e transformar elementos essenciais ao seu crescimento,
de modo mais eficiente (SIQUEIRA; MOREIRA 1996).

Em vista do potencial econémico e ecolégico proporcionado pelos fungos,
0 seu uso no cultivo de espécies vegetais pode substituir ou reduzir a utilizagcdo
de fertilizantes. Isso esta relacionado ao favorecimento do desenvolvimento das
plantas, a partir da interacdo com os fungos, sem provocar danos nocivos as
mesmas, uma vez que esses microrganismos promovem a sintese de nutrientes
para absor¢do dos mesmos pelas plantas, promovendo o crescimento de maneira
satisfatoria (SIQUEIRA; FRANCO, 1988).

A micorrizagao, cultivo associado a fungos micorrizicos, tem ganhado espaco
por diminuir o estresse hidrico, aumentar o crescimento, protecdo e adaptacao
das plantas no solo (GERDERMANN, 1975). As mudas cultivadas in vitro sdo
mais sensiveis, o que dificulta a adaptacdo ao meio externo. Assim, o papel dos
organismos micorrizicos € de melhorar a adaptacao destas plantas ao meio ambiente
e, consequentemente, promover 0 melhor desenvolvimento possivel, aumentando a
eficiéncia na aclimatizacdo (WANG et al. 2011, DAN et al. 2012).

O cultivo in vitro é utilizado para producdo em larga escala de mudas
uniformes, com alta qualidade genética e fitossanitaria, geralmente destinada
a comercializagdo, bem como para preservacdo de uma determinada espécie,
fechando todo este ciclo com o processo de aclimatizagdo. Entéo, a associagdo com
os fungos micorrizicos nesse estadio final, propde uma otimizagéo desse processo
(BEZERRA et al.; 2019).

Diante dos aspectos abordados, o presente estudo tem como objetivo
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apresentar uma revisdo sistematica sobre o manejo de fungos micorrizicos e seu
papel como acelerador no processo de aclimatizacdo de mudas oriundas do cultivo
in vitro.

METODOLOGIA

O presente estudo caracteriza-se como uma revisao de literatura, baseada
em estudos originais que objetivaram avaliar a relagdo simbidtica entre os fungos
micorrizicos e as plantas, destacando seu papel auxiliador no crescimento e
aclimatizacédo de espécies vegetais.

A busca de dados foi realizada no periodo de marco a abril de 2020, nos
bancos de dados: LILACS, SCIELO, PUBMED. Onde foram utilizados para a
realizacdo das buscas os seguintes descritores: fungo micorrizico e cultivo in vitro
com microrganismos, mycorrhizal fungus, in vitro culture with microorganisms.

Os critérios de inclus@o adotados foram: estudos originais publicados a partir
de 2015, em inglés e portugués, sendo necessario para incluséo a disponibilidade
do artigo na integra nas bases de dados. Como critérios de excluséo: artigos que
tratam exclusivamente de outros tipos de microrganismos, como bactérias, assim
como, artigos que nao relacionam a associagdo desses microrganismos com as
plantas provenientes do in vitro.

A busca de dados resultou em 22 artigos selecionados, destes, 13 estudos
foram excluidos por ndo se enquadrarem nos critérios de elegibilidade previamente
estabelecidos. Destes, 9 estudos passaram pelo crivo da aprovagao, os quais foram
analisados na integra, pois atenderam aos critérios de incluséo e, consequentemente,
foram inseridos ao presente estudo.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os estudos encontrados ressaltam a relagdo simbibtica entre os fungos
micorrizicos e as plantas oriundas do cultivo in vitro, evidenciando os beneficios
dessa interagao, tanto para produtores como para o ecossistema.

De forma branda existe uma dependéncia saudavel entre certas espécies de
plantas oriundas do cultivo in vitro e os fungos inoculados no estadio de aclimatizacéo,
ocorrendo uma suplementacdo de nutrientes essenciais para o desenvolvimento
das mudas, bem como uma maior disponibilidade de agua, evitando com isso a
desidratacéo da planta. Os beneficios que esses microrganismos proporcionam as
plantas foram evidentes nos artigos encontrados.

As plantas que foram inoculadas com micorrizicos apresentaram maiores
valores de raizes, altura e folhas, devido a simbiose, que mesmo em meio com

diversos microrganismos nao interferiram negativamente no seu desenvolvimento
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(SANTOS, 2018). Outro estudo evidencia que apesar da interacdo entre nematoides,
fungos e bactérias, néo foi identificado perda de brotos, entretanto, podendo existir
morte dos proprios microrganismos pela disputa de alimento (BEZERRA, 2019). De
forma geral, a aplicacéo desses, ndo provocou nenhum dano a planta, pelo menos
nao foi observado nas espécies avaliadas nos estudos observados.

E de suma importancia esclarecer que cada genétipo apresenta
comportamento diferenciado, além disso, existem algumas espécies com menor
afinidade a simbiose do que outras. Destaca-se o girassol que geneticamente ndo
possui, pela literatura, boa associacdo com os fungos micorrizicos, mesmo assim,
conseguem se desenvolver melhor com a insercdo dos mesmos no substrato, do
que, as mudas que nao foram cultivadas na presenca desses microrganismos
(SILVA, 2015).

Por outro lado, nas espécies de tomates avaliadas por Garita et al (2019)
houve uma melhor adaptacéo as condi¢cbes ex vitro, pois conseguiram se adaptar
ao meio ambiente em menos dias, como também, apresentaram maior crescimento.
Em espécie ornamental, como a orquidea, houve um incremento significante na
germinacdo comparada com as que germinaram sem a ajuda dos micorrizicos, da
mesma maneira que ocorreu maior adaptacao na transferéncia para o meio ex vitro.
As plantas conseguiram aporte de N e P, para suportar possiveis situagées adversas
(BEZERRA, 2019).

No estudo com o café, foram observados, desde a sua germinacao até
a transferéncia das mudas para o ambiente ex vitro, e igualmente, avaliar em
porcentagem o quanto de N, P, K a planta armazenou (FONSECA, 2019). E
importante citar que o uso excessivo desses elementos pode interferir no cultivo dos
microrganismos e nas plantas. No entanto, foi observada uma significante reserva,
com 50% a mais nas mudas que foram inoculadas com microrganismos comparadas
as controle (FONSECA, 2019). Esses valores representam muito para produtores
de café, uma vez que diminui o estresse hidrico, aumenta a produgéo e o custo &
reduzido, aprimorando a forma de cultivo.

Ja em outra espécie, como a Varronia leucocephala, que tem dificuldade em
enraizamento, apdés desenvolvimento de um protocolo de propagacgéo, auxiliado
com uso de fungos micorrizicos, ocorreu um aumento no tamanho das raizes.
Esse aspecto pode ser explicado em fungdo dos fungos apresentarem estruturas
ramificadas, que fazem partes de células corticais, essas podem facilitar a
transferéncia de nutrientes para as plantas (FERNANDES, 2019)

Os beneficios proporcionados com a utilizacdo dos micorrizicos, além de
apresentar baixo custo para produgdo dos microrganismos, facilita a adaptacao
das mudas as condi¢des ambientais apdés a aclimatizacdo, principalmente
aquelas espécies que vem sendo empregadas na area terapéutica, no comércio
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de ornamentais, na producao de cosméticos e na industria alimenticia. Citado em
Heitor (2016): “ nos tratamentos sem adicdo de fosforo, a espécie Glomusclarum
apresentou maior porcentagem de colonizacdo micorrizica nas raizes de caléndula
(87,5%), seguida pela Gigaspora margarita (77,5%)”. Assim como em Gil (2015): “os
valores de colonizagao micorrizica oscilaram entre 35,6% e 59,8%, dependendo dos
niveis de nutrientes do solo”.

Entre as espécies que vem utilizando micorrizicosna germinagéo de sementes
esta o maracuja roxo e a caléndula, ambos produzidos em larga escala para suprir as
demandas do mercado consumidor, 0 maracuja como alimento comum na América
latina e a Gigaspora margarita como matéria prima de sabdo, shampoos e cremes
(GIL, 2015; HEITOR, 2016).

O solo que as mudas de caléndula sdo plantadas tem tendéncia a possuir
poucos nutrientes, e as exigéncias em P esta intimamente ligado a com a produgéo
das diferentes espécies, pois as mesmas sao dependentes desse nutriente para
crescimento mais do que os micorrizicos. A fungdo dos fungos micorrizicos é
de facilitador para uma maior absorcdo do P. Os micélios destes fungos séo
determinantes na efetividade da absorcéo e fixagdo do P na planta (HEITOR, 2016).

Sesbania virgata € uma planta leguminosa que tem o papel de renovacgao de
solos degradados. Tendo em vista que os microrganismos precisam do solo para se
desenvolver, um estudo envolvendo essa espécie foi direcionado para conservagéao
e protecao do crescimento dos micorrizicos. Em teoria a simbiose seria influenciada
pela catequina inserida no estudo. Foi avaliado o uso dessa substancia para
crescimento de esporos de uma espécie de fungo, a Gigaspora albida associada a
sementes da Sesbania virgata. Em conclusdo, a catequina nao teve relagédo com a
proliferacdo de novos esporos, e sim outros componentes inseridos na semente da
planta (COELHO, 2019)

Em pesquisa desenvolvida com a Gliricidia sepium, uma arvore que se faz
uso em arboriza¢do, produ¢do de madeira, adubacdo verde, reflorestamento e
adaptacdo a solos de baixa fertilidade, houve destaque para os nimeros de hifas
encontradas nas raizes no grupo testado entre a simbiose da Gliricidia e uma
espécie Unica de micorrizico. Ratificando Santos (2018): “o cultivo de Gliricidia
sepium em copos de 500 mL pode ter favorecido a alta colonizag¢éo, devido a menor
profundidade e distancia das raizes”.

A possibilidade do fungo em cultivo com a Gliricidia sepium, mesmo nao
disputando por nutrientes, se desenvolver sobremaneira e vir a matar a muda, nao foi
confirmado. Contudo, essa interagdo tem potencial para maior recuperagéo de areas
degradadas, bem como, servir de alimento para animais nativos, principalmente, na
regido nordestina, onde a seca se faz presente (SANTOS, 2018).

E valido destacar que o ecossistema detém uma estrutura interligada e, por
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conseguinte interdependente, de forma direta ou indiretamente dos seres que o
compde. Dessa maneira, existem formas alternativas de cultivo e menos agressivas
para o meio ambiente, e que consigam aprimorar o cultivo de diferentes espécies
vegetais de forma ecologicamente e economicamente benéfica. Para isso, 0 homem
pode dispor da utilizagdo de fungos micorrizicos para melhorar a interagdo desses
ecossistemas.

CONSIDERACOES FINAIS

Os fungos micorrizicos tém uma 6tima interag@o com as plantas oriundas do
cultivo in vitro, no estadio de aclimatizacéo, sem afetar as mesmas negativamente,
oferecendo nutrientes importantes para e desenvolvimento das mudas, reduzindo as

perdas durante esta importante etapa.
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RESUMO: Diariamente, uma variedade de
moléculas provenientes de fontes naturais
e industriais, sdo langcados na atmosfera,
como o metano. Quando este gas é liberado
na atmosfera, participa do efeito estufa,
colaborando, desta forma, para o aquecimento
global. O gés é produzido, de forma natural, pela
decomposicdo de matéria orgéanica; digestéo
de animais herbivoros; metabolismo de certos
tipos de bactérias; dentre outras formas. A
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utilizacdo desse gas, queimado no local ou
despejado diretamente no ambiente, pode ser
utilizado para a producdo de energia elétrica,
em usinas termoelétricas ou pequenas centrais
termoelétricas, com a finalidade de reducédo da
poluicdo atmosférica e otimizagdo da matriz
energética nacional. Os residuos da biodigestdo
podem ser utilizados como biofertilizantes,
pois possuem alta concentracdo de nutrientes
importantes para as plantas. Os biodigestores
seriam uma forma interessante de evitar o
descarte dos residuos em lixbes e aterros.
Residuos tratados dessa maneira produzem o
biogas, composto basicamente por dois gases
de efeito estufa (GEEs): metano (CH4) e o gas
carbOnico (CO?). Ambos podem ser utilizados
na produgcdo de energia elétrica, térmica ou
mecanica, além de, ao final do processo, ainda
resultam em adubo.

Este trabalho tem como objetivo dar continuidade
ao projeto anterior dessa instituicdo de ensino
e usar a matéria organica produzida pelo
biodigestor usando-o como fertilizante natural
e acompanhar o crescimento de leguminosas
que foram usadas neste trabalho (sementes de
feijao) que foram estudadas em trés ocasides
diferentes, separadas em duas amostras ( sol
e sombra). Em cada uma das duas amostras,
foram plantadas as sementes e fertilizadas com
NPK (fertilizante artificial) e o liquido proveniente
do biodigestor e agua, respectivamente, com o
intuito de observar o crescimento de cada uma e
mostrar que os fertilizantes organicos podem ter
mais efeito no crescimento da planta.
PALAVRAS - CHAVE: Biodigestor, leguminosas,
NPK.
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ABSTRACT: Daily, a variety of molecules from natural and industrial sources are
released into the atmosphere, such as methane. When this gas is released into the
atmosphere, it participates in the greenhouse effect, thus contributing to global warming.
The gas is produced, naturally, by the decomposition of organic matter; digestion of
herbivorous animals; metabolism of certain types of bacteria; among other ways. The
use of this gas, burnt on the spot or dumped directly into the environment, can be used
for the production of electric energy, in thermoelectric plants or small thermoelectric
plants, with the purpose of reducing atmospheric pollution and optimizing the national
energy matrix. Residues from biodigestion can be used as biofertilizers, as they
have a high concentration of important nutrients for plants. Biodigesters would be an
interesting way to avoid the disposal of waste in dumps and landfills. Wastes treated
in this way produce biogas, basically composed of two greenhouse gases (GHGs):
methane (CH4) and carbon dioxide (CO?2). Both can be used in the production of
electrical, thermal or mechanical energy, and, at the end of the process, still result in
fertilizer. This work aims to continue the previous project of this educational institution
and use the organic material produced by the biodigester using it as a natural fertilizer
and monitor the growth of legumes that were used in this work (bean seeds) that were
studied on three occasions different, separated into two samples (sun and shade).
In each of the two samples, the seeds were planted and fertilized with NPK (artificial
fertilizer) and the liquid from the biodigester and water, respectively, in order to observe
the growth of each one and show that organic fertilizers can have more effect in plant
growth.

KEYWORDS: Biodigester, legumes, NPK.

INTRODUCAO

Biodigestores sado centrais tecnoldgicas que aceleram o processo de
decomposicao da matéria organica e otimizam os produtos resultantes desse
processo e sao a solugdo ideal para o tratamento de residuos sélidos orgénicos
de todos os tipos. A decomposicéo da matéria organica é um processo bioquimico
realizado por milhares de bactérias que transformam a matéria organica em gases
e biofertilizantes. Sendo bactérias seres vivos, estes precisam de condigbes ideais
de temperatura, acidez, para se reproduzir melhor. Na presencga de oxigénio temos a
decomposicéo aerébia e na auséncia a anaerébia (PORTAL RESIDUOS SOLIDOS,
2016). Neste trabalho, sera apresentado como ocorrera o desenvolvimento das
sementes de uma determinada leguminosa, neste caso, o feijao. Esta leguminosa
comum é uma planta anual herbéacea, trepadora ou nao, pertencente a familia
Leguminosae, sub-familia Faboideae, género Phaseolus. E est4 classificado como
Phaseolus vulgaris L. Estas espécies de plantas sédo diferenciadas das outras por
terem seus graos produzidos em vagens ricas em tecido fibroso.

Além disso, elas sdo de grande importancia para o corpo humano, pois

apresentam em sua composicao carboidratos complexos, fibras e vitaminas do
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complexo B, sendo, também, fontes de proteinas vegetais. Sdo fontes de proteinas
vegetais e apresenta em sua composicao carboidratos complexos, fibras, vitaminas
do complexo B, minerais como potassio, fosforo, magnésio, zinco, ferro, calcio e
pouca quantidade de colesterol e sodio.

Possuem fibras soluveis e insolUveis, que colaboram para um bom trabalho
intestinal e contribuem para o controle dos niveis de colesterol no sangue (SO
NUTRICAO, 2016).

OBJETIVOS

Mostrar a eficiéncia da matéria orgénica do biodigestor no plantio de
leguminosas.

Analisar a diferenca no crescimento em leguminosas plantadas na sombra e
com iluminagéo.

MATERIAIS E METODOS
Foram necessarios 0s seguintes materiais para a preparacao do trabalho:
+ 6 Potes de plastico;
+  Sementes de feijéo;
» 1 Vidro de fertilizante (NPK);
»  Fertilizante natural proveniente do biodigestor.
« Agua
Dos seis recipientes para o plantio: dois deles sem nenhum fertilizante que
sera usado como controle, dois com fertilizante natural (oriundo de um biodigestor)
e dois com fertilizante industrial NPK (nitrogénio, fosforo e potassio). Separados
em dois trios (um exemplo de cada) e foram colocados em locais distintos, onde
cada local tem uma incidéncia de luz diferente (sol e sombra). As seis amostras
foram regadas diariamente com 100 ml de agua e os quatro que tiveram a adeséo

de fertilizantes, foram fertilizadas na mesma periodicidade de uma vez a cada més
até o fim do tempo de observacéo e estudo do crescimento de todas as amostras.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Como foi esperado, a amostra que foi regada com o liquido proveniente do
biodigestor se desenvolveu mais que as demais amostras. Sendo seguida pela
amostra regada pelo fertilizante NPK, e a amostra regada a agua nao desenvolveu

tanto como as demais. Os nutrientes provenientes do biodigestor foram superiores
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aos macronutrientes de fosforo, potassio e nitrogénio, onde o nitrogénio controla a
parte verde da planta, ajudando na fotossintese. Ja o fosforo atua na floragcéo e na
maturagéo do fruto e o potassio contribui para o crescimento da planta. Entretanto
os nutrientes oriundos do biodigestor foram mais eficazes.

Os nutrientes oriundos dos microorganismos sdo o carbono, nitrogénio e
sais minerais. Fontes que sdo ricas em nitrogénio sdo provenientes dos dejetos
de animais (inclusive seres humanos). As fontes ricas de carbono sdo os restos
de culturas vegetais. Os sais minerais que estdo presentes nos dejetos animais
e residuos vegetais sao suficientes para a nutricdo mineral das bactérias. As
trés amostras se desenvolveram, mas os nutrientes naturais do biodigestor foram
superiores a todo e qualquer tipo de fertilizante artificial, como mostrado na figura
abaixo.

Figura 1: A amostra da esquerda foi regada com agua, a amostra central foi fertilizada
com NPK e a amostra da direita foi fertilizada com o liquido natural do biodigestor.

CONCLUSOES

Com a fertilizagdo de leguminosas da mesma espécie com diferentes
estimulantes de crescimento, pdde-se observar que existe grande diferenca em
relacdo ao crescimento dessas. Como a agua é um produto natural, ocorreu o
desenvolvimento original da planta, sendo a amostra que menos se desenvolveu,
pois provavelmente se deve ao fato de néo ter sido usado meios que agilizem o
crescimento. O fertilizante artificial (NPK) conseguiu fazer com que a leguminosa
conseguisse uma maior evolugdo quanto a sua altura, uma vez que em sua
composicao existem nutrientes quimicos fundamentais para a planta. A utilizacdo

do fertilizante oriundo do biodigestor permitiu 0 maior crescimento das leguminosas,
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posto que nele existam substancias nutritivas naturais, fornecendo maior sustento
para a amostra.
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RESUMO: A busca por técnicas alternativas em
estudos com elasmobranquios vem sendo cada
vez mais difundida no meio cientifico. Um scaffold
biolégico corresponde aum 6rgao descelularizado
e com a matriz extracelular preservada permitindo
sua recelularizacdo com atributos do tecido
original e respectiva substituicdo da funcéo
biolbgica comprometida. Para tal, foi realizado
uma revisdo de literatura referente ao tema
supracitado em artigos indexados na base de
dados PubMed, nos idiomas portugués, inglés e
espanhol. O resultado textual foi dividido em duas
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CARTILAGINOSOS

partes. A primeira introduz os principais conceitos
sobre descelularizagdo e recelularizagcao e seu
papel na Medicina Veterinaria Regenerativa. A
segunda, debate possiveis aplicacdes praticas
com Elasmobranquios. Por fim, compreende-se o
procedimento como uma ferramenta promissora
em relacdo a Medicina Veterinaria Regenerativa
e sua aplicacao com esta subclasse de peixes
cartilaginosos.

PALAVRAS-CHAVE: Recelularizagao, Anatomia
Comparada, Regeneragéo celular.

REGENERATIVE VETERINARY

MEDICINE: THE USE OF BIOLOGICAL

SCAFFOLDING WITH CARTILAGINOUS
FISH

ABSTRACT: The search for alternative
techniques in studies with elasmobranchs has
been increasingly widespread in the scientific
community. A biological scaffold corresponds to a
decellularized organ with preserved extracellular
matrix allowing its recelularization with attributes
of the original tissue and respective replacement
of the compromised biological function. To this
end, a literature review was carried out regarding
the aforementioned theme in articles indexed in
the PubMed database, in Portuguese, English and
Spanish. The textual result was divided into two
parts. The first introduction of the main concepts
on decellularization and recelularization and their
role in Regenerative Veterinary Medicine. The
second, discusses possible practical applications
with Elasmobranchs. Finally, follow the procedure
as a promising tool in relation to Regenerative
Veterinary Medicine and its application with this
subclass of cartilaginous fish.
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11 INTRODUGAO

Lesdes teciduais podem ocorrer em diversas espécies e de diversas maneiras,
como por exemplo embates fisicos e predag¢des (Martins et al., 2020). Para Matias
(2018) a busca por métodos alternativos, tais como a substituicdo de tecidos
danificados, permite a construcéo de conceitos em bioengenharia de tecidos. O autor
explica que a descelularizagdo, como método inicial, permite a remogao celular e
mantém a estrutura matricial permitindo uma regeneracéo tecidual a posteriori. Uma
vez realizada a descelularizacdo, a matrix extracelular - MEC passa a ser concebida
como scaffold ' biologico, e portanto, discute-se o surgimento destas possibilidades
na Medicina Veterinaria Regenerativa.

Malavasi-Bruno (2016) descreve que no Brasil existem 127 espécies de
elasmobrénquios, sendo que 32 podem ser encontradas no litoral do Estado de
Sao Paulo. Para esta subclasse de peixes cartilaginosos, o autor explica que os
6rgéaos do sistema imunoldgico, por exemplo, sdo compostos por timo, baco, 6rgédo
de Leydig e epigonal, responsaveis pela hematopoiese, promovendo uma analise
geral do estado de saude do animal. Tal compreensao sobre anatomia comparada
permite a correlag@o entre espécies e seus respectivos tecidos e 6rgaos possiveis
para aplicagcbes em Medicina Veterinaria Regenerativa em decorréncia de fatores
taxondémicos. Para ilustrar:

par’

2 ) reen r Realizar analises
c?.i::'?i:\ Produzir Cell pei::li‘z'i::d:i da anatémicas comparativas
inchi
s Sheet espécie estudada Zaptarpe brovirostia

Substituigao da
funcao biologica
comprometida

‘Através das proteinas Aplicacdo de
o de matriz pretende-se poac Orgao funcional
Descelularizacao e et e celluflfas no et At ade)
espécies scaffold

Figura 1 — Possiveis aplicagdes em Medicina Veterinaria Regenerativa em decorréncia
de fatores taxonémicos

Este artigo articula os principais conceitos relacionados ao o uso de scaffolds

bioloégicos com peixes cartilaginosos. Desta forma, tem-se como objetivo geral
1 Arcabougo natural.
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compreender as possibilidades de recelularizagéo de tecidos a luz da Medicina
Veterinaria em paralelo a fatores taxonémicos de Elasmobranquios. Trata-se de
uma uma breve reviséo de literatura que utilizou como critérios de selecéo, artigos
indexados na base de dados PubMed, nos idiomas portugués, inglés e espanhol.
Diante o exposto, o texto esta dividido em duas partes. A primeira, responsavel
por introduzir conceitos e definicbes sobre decelularizacdo e recelularizagéo de
tecidos e seu papel na Medicina Veterinaria Regenerativa. A segunda, discute as
possibilidades de aplicacdo em estudos com Elasmobréanquios.

1.1 Descelularizacao e recelularizacao: Definicoes gerais

O progresso e aprimoramento da bioengenharia vem ganhando espaco no
meio cientifico em decorréncia da demanda de érgaos para transplante. Um 6rgéo
descelularizado e com a matrix extracelular preservada é considerado scaffold
bioloégico, uma vez que sua recelularizagdo com caracteristicas do tecido original
promove a substituicdo da funcéo biologica deficitaria (DAMODARAN & VERMETTE,
2018; OLSSON etal., 2008). Aexemplo disso, o transplante de cornea € uma da Unicas
medidas remediativas para patologias de opacidades corneanas, principalmente por
conta do desequilibrio entre oferta e demanda em Medicina Humana Regenerativa
(ISIDAN et al., 2019), sem considerar ainda a diferenca bioldgica entre doadores e
pacientes que precisam de transplantes de 6rgdos (GILPIN & YANG, 2017).

Os scaffolds em comparagao a outros métodos, como enxertos por exemplo,
se diferenciam dada a presenca de unidades moleculares, podendo apresentar
para além da taxa controlada de biodegradacéo e até mesmo respostas imunes a
inflamacgao, inclusive, sua nanotopografia. Outrossim, sdo materiais de facil acesso
e esterelizacdo, possuindo compatibilidade com agentes quimicos, aquosos e/ou
fisiolégicos (GILPIN & YANG, 2017; OLSSON et al., 2008).

O principal desafio estd na producdo de scaffolds biol6gicos ou sintéticos
que reproduzam o microambiente do tecido ou 6rgdo. Portanto, o processo de
descelularizagéo deve ser padronizado e conduzido via protocolo de maneira a
manter sua estrutura bioquimica e biomecéanica, fendmeno que permite a adesao
de células novas ao suporte, e como consequencia a produ¢cado de um “tecido
personalizado” (GILPIN & YANG, 2017; GUPTA, MISHRA & DHASMANA, 2018).
Em suma, observam-se os seguintes processos:
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ETAPA 3

ETAPA 1 ETAPA 2 Descelularizacao
- N Producao de Cell Sheet — Remocao das células e
Obtencao do Tecido ou R ) o )
- Y P Cultura de Ceélulas material genético por meio de
argao - - . .
| In Vitro substancias guimicas

Preservacdo da MEC

ETAPA 4

Recelularizagcao
Cultura de células e
aplicagao no scaffold

ETAPA S

orgao funcional
recelularizado

Figura 2 — Processos de Bioengenharia
Fonte: Gilpin e Yang, 2017

1.2 Recelularizacéao e suas aplicacoes praticas com elasmobranquios

Gilpin e Yang (2017) descrevem que as aplica¢des praticas convencionais
de orgdos envolvem doadores. Desta forma, a implantagdo dos métodos de
recelularizacdo de tecidos enquanto tratamento alternativo permite um auxilio
exponencial a pacientes aguardando em filas de espera. Para ilustrar, apenas nos
Estados Unidos, os nUmeros ultrapassam 100.000 pessoas.

A bioengenharia, através da unido das técnicas de descelularizagéo e
recelularizagédo, ocasiona a reconstru¢do de tecidos ou érgdos (OLSSON et al.,
2008). Tais aplicacdes praticas podem ser direcionadas para além da Medicina
Humana Regenerativa, indo ao encontro da Medicina Veterinéria quando se avaliam
lesdes teciduais em decorréncia do embate fisico e predacées no mundo animal
enquanto problema de saude, bem como forma de tratamento, a substituicdo da
funcdo biolégica comprometida, ou seja, aplicacbes praticas para transplante
(Martins et al., 2020; OLSSON et al., 2008).

Vale frisar que estudos sobre descelularizacdo e recelularizagéo de tecidos
com Elasmobranquios sdo escassos, tais analises podem evidenciar uma gama de
perguntas ecolégicas e biolégicas. Este fendmeno ilustra que existem limitagdes
quanto ao estudo de Medicina Veterinaria Regenerativa com peixes, em especial os
cartilaginosos. As aplicagbes praticas de 6rgaos ou tecidos recelularizados possuem
diversas possibilidades em Medicina, como consequencia, diversas formas de
utilizacdo (SOMUNCU, 2020). Tais aplicagdes, a luz da Medicina Veterinaria com
Elasmobranquios, abre preceitos para a discussdo de biomateriais e bioproteses.
Quando a descelularizagéo é realizada em um coracao, por exemplo, discute-se em
literatura a possibilidade das valvulas cardiacas descelularizadas provenientes do
modelo animal serem mais aptas a transplante do que as bioprotéticas nos modelos
humanos (NASO & GANDAGLIA, 2018).
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Aliando a Medicina Veterinaria com a Medicina Humana, verifica-se
que as valvulas cardiacas descelularizadas dos modelos animais, tais como
Elasmobranquios, podem atuar como solugdo para pacientes com insuficiéncia
cardiaca terminal. Bem como, tais métodos, aperfeicoados em modelos animais,
ampliam a dimenséo cientifica para a biofabricacdo de coragdes, sendo que estes
correspondem a uma das maiores dificuldades no dmbito da Medicina Regenerativa
em virtude da necessidade de imunossupressdo e até mesmo rejeicdo do 6rgéo.
Nestes casos, existe uma opcéo de descelularizagdo que diverge do uso de
detergentes. Utiliza-se uma bolsa pressurizada com o objetivo de criar gradientes de
pressdo na valvula aértica, mantendo-a fechada e, consequentemente, permitindo
melhor perfuséo do miocéardio (TAYLOR et al., 2018).

Outra fonte de estudo, sdo as placentas descartadas ap6s nascimento por
conta da grande quantidade de MEC (LEONEL et al., 2017). Para ilustrar, placentas
caninas sdo consideradas fontes ricas em MEC com presenga de proteinas
funcionais, colageno, fibronectina e laminina ap6s descelularizagéo (FRATINI et al.,
2018). Sob esta perspectiva cabe compreender o desenvolvimento embrionario
dos Elasmobranquios, até mesmo de 6rgéos linféides em embrides, considerando
também que o 6rgéo de Leydig substituido pelo epigonal em fase adulta, promove
carater hematopoiético desde a embriogénese. O tubardo-azul por exemplo
(Prionace glauca), é viviparo placentério (Malavasi-Bruno, 2016).

O estabelecimento de protocolos padronizados permite a reproducéo de
metodologias em futuros experimentos, portanto, dentre os métodos quimicos,
os detergentes sao largamente utilizados por conta de sua eficiencia em remocgéo
celular e conservagao da MEC (MATIAS, 2018). Os surfactantes agem por meio da
lisagéo celular, desarranjando a membrana fosfolipidica. Estes, podem ser iGnicos,
nao iénicos e zwitteridnicos (GILPIN & YANG, 2017). E digno de nota que dentre
os diversos métodos pode-se observar a presenca de beneficios e maleficios em
decorréncia do procedimento, sendo a escolha do pesquisador pautada no tecido ou
6rgéo, que norteara a decisao (LEONEL et al., 2017).

21 CONSIDERAGOES FINAIS

A alta taxa de extincdo de Elasmobranquios esté intimamente relacionada
ao comportamento humano autodestrutivo, portanto, reduzir tais nUmeros implicam
em aumentar programas de conservacdo e aperfeicoamento em Medicina
Veterinaria de Peixes. Esta subclasse de peixes cartilagineos tem participagéo
ativa enquanto elementos ecolégicos, bem como econdémicos. E digno de nota
que os Elasmobranquios possuem o maior indice de extingdo até o momento e
o carecimento de estudo sobre sua saude e bem-estar tem como consequéncia
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uma brecha no contexto da Medicina Veterinaria Regenerativa. Existem estudos
sobre sistemas de acasalamento, taxonomia e até mesmo aspectos demogréficos,
entretanto, existe uma lacuna imperativa quanto a estrutura genética, até mesmo no
quesito de anatomia comparada (SANDOVAL-CASTILLO, 2019).

Por meio deste estudo foi possivel compreender o procedimento de
recelularizagdo como uma ferramenta promissora em estudos em Medicina
Veterinaria Regenerativa com Elasmobranquios, podendo suprir para alémde lacunas
cientificas, cuja proposta pode-se iniciar com a construcdo de scaffolds bioldgicos
para estes peixes cartilaginosos promovendo beneficios, inclusive, para Medicina
Humana como por exemplo em biopréteses. Ressalta-se ainda a importancia de
estudos sobre o tema supracitado para que seja possivel compreender a fundo a
dindmica entre os Elasmobréanquios e a Medicina Veterinaria Regenerativa.
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SPHYRNA ZYGAENA

RESUMO: O Sphyrna lewini e S. zygaena séo
popularmente conhecidos como tubardo-martelo.
Encontram-se na costa brasileira, em mares
tropicais e temperados. O coragéo dos peixes €
um 6rgéo muscular tubular, em forma de “S” que
possui duas cavidades: seio venoso, considerado
uma modificagdo das veias cardinal e hepética,
atrio, ventriculo e uma dilatagdo pos ventriculo
denominada de cone arterioso. O objetivo do
trabalho € descrever a macroscopia do coragédo
de Sphyrna lewinie S. zygaena. Fez-se incisdo
na vista ventral do tubardo-martelo no sentido
cranio-caudal no decorrer da linha alba. O
coragéo foi retirado, fotodocumentado, dissecado
e mensurado, com um paquimetro evidenciando
o comprimento, largura, formato e avaliando os
aspectos dos atrios, ventriculos e cone arterial.
O S. zygaena apresentou formato piramidal
e apice arredondado. O S. lewinii apresentou
formato mais arredondado. O coragdo do S.
lewinii apresentou 3,5 cm de altura, medida do
apice a base e 2,5 cm de largura, feita entre os
ventriculos na vista ventral. O coragdo do S.
zygaena apresentou 3,3 cm de altura, medida
do &pice a base e 2,7 cm de largura. Existe uma
diferenca discreta entre o coracdo de S. lewinii e
S. zygaena tanto no tamanho quando no formato,
ndo havendo aparentemente relagdo com o tipo
de nado e habito de vida.

PALAVRAS-CHAVE: Sistema circulatério,
tubardo-martelo-liso, tubarao-martelo-recortado,
débito cardiaco.
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MACROSCOPIC ANALYS OF HEART TO HAMMERHEAD SHARK
SPHYRNA LEWINI E SPHYRNA ZYGAENA

ABSTRACT: Sphyrna lewini and S. zygaena are popularly known as hammerhead
sharks. They are found on the Brazilian coast, in tropical and temperate seas. The
heart of the fish is a tubular muscular organ, in the shape of an “S” that has two cavities:
venous sinus, considered a modification of the cardinal and hepatic veins, atrium,
ventricle and a post-ventricular dilation called the arterious cone. The objective of the
work is to describe the macroscopy of the heart of Sphyrna lewiniiand S. zygaena. An
incision was made in the ventral view of the hammerhead shark in the cranio-caudal
direction along the alba line. The heart was removed, photo-documented, dissected
and measured, with a caliper showing the length, width, shape and evaluating the
aspects of the atria, ventricles and arterial cone. S. zygaena had a pyramidal shape
and a rounded apex. S. lewinii presented a more rounded shape. The heart of S. lewinii
was 3.5 cm high, measured from the apex to the base and 2.5 cm wide, made between
the ventricles in the ventral view. The heart of S. zygaena was 3.3 cm high, measured
from the apex to the base and 2.7 cm wide. There is a slight difference between the
heart of S. lewinii and S. zygaena for size and shape, apparently having no relation to
the type of swimming and lifestyle.

KEYWORDS: Circulatory system, smooth hammerhead shark, scalloped hammerhead
shark, cardiac output.

11 INTRODUGAO

O Sphyrna lewini e o S. zygaena séo duas espécies da familia Sphyrnidae,
ordem Carcharhiniformes pertencente aos Chondrichthyes, grupo de peixes
cartilaginosos, popularmente conhecidos como tubardo-martelo. Sdo encontrados
na costa brasileira, em mares tropicais e temperados (COMPAGNO, 1984).

O S. lewini apresenta cabeca larga e estreita, com dentes apresentando
cuspides moderamente amplas, bordas lisas e um pouco serrilhadas. Seu tamanho
maximo é de 370 a 420 cm (COMPAGNO, 1984).

Sua distribuicdo e habitat ocorrem em diversas regides do globo terrestre, em
oceanos de aguas temperadas e subtropicais. No Brasil € encontrado no decorrer de
toda costa, sendo destaques da pratica pesqueira da costa sudeste e sul do pais. Os
adultos vivem tanto na regido oceénica com até pelo menos 275 m de profundidade
quanto na plataforma continental. Ja os jovens e neonatos sdo predominantes na
costa, na estagéo do verdo (COMPAGNO, 1984).

O S. zygaena apresenta cabeca larga e estreita. Seus dentes apresentam
cuspides muito largas, borda lisa e um pouco serrilhada. Alcangam tamanho maximo
de 370 a 400 cm. Os adultos por volta de 210 a 240 cm e fémeas adultas até pelo
menos 304 cm. O tamanho ao nascimento € de 50 a 61 cm (COMPAGNO, 1984).

Encontrado em regides costeiras ou semi-oceanicas e em aguas rasas sobre
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as plataformas continentais, em profundidade de no minimo 20 m, diferentemente
do S. lewini que atinge 4guas mais profundas. Provavelmente o S. zygaena é o
tubardo-martelo mais tolerante a aguas temperadas. Entretanto, sua distribuicdo
ocorre principalmente nos tépicos, como: Golfo de Mannar, Sul da india e Sul de
Mocambique (COMPAGNO, 1984).

O coragdo dos peixes & um 6rgéo tubular, em forma de “S”, possui duas
cavidades: seio venoso, que € uma modificacdo das verias cardinal e hepatica, atrio,
ventriculo e cone arterioso, considerado uma dilatagdo po6s ventriculo (VICTOR e
RAJASINGH, 1999).

A dilatacdo pos-ventriculo é caracterizada por uma camada muscular
proveniente do miocardio (GAMPERL e FARRELL, 2004). Possui funcao de bombear
sangue pelo sistema circulatério (BONE e MOORE, 2008), visto que o ventriculo é o
responsavel pela propulsdo do sangue (GAMPERL e FARRELL, 2004).

O coragéo dos peixes quando comparados com demais vertebrado é
considerado primitivo (VICTOR e RAJASINGH, 1999). O seio venoso possui 0
miocardio associado com a conducdo lenta do sangue, apresentando-se bem
desenvolvido nos elasmobranquios. Contudo, os tele6steos possuem tamanho
reduzido quando comparado com os elasmobranquios (MOORMAN e LAMERS,
1994).

Segundo Victor e Rajasingh (1999), em peixes cartilaginosos marinhos
o ventriculo possui uma fina divisoria, externamente, por onde percorre a artéria
coronaria. Em direcdo do bulbo a cauda, a direita, estes peixes possuem um lume
cuja parede interna possui trabeculagdes anteriores, em que lembra a trabécula

septo marginal observada no ventriculo do coragdo de mamiferos.

21 MATERIAL E METODOS

Os animais foram obtidos através da pesca comercial de Guaruja, Sao Paulo.
O material coletado foi dissecado, estudado e analisado no laboratério de Anatomia
da Universidade de Guarulhos (UNG).

Apos a dissecacao foi retirado os coracoes e medidos quanto sua altura
e largura e fotodocumentados. As medidas de altura e largura foram baseadas
segundo Poppe et al. (2003). Logo em seguida, fez-se um corte longitudinal no
coragdo expondo as cavidades cardiacas e fotodocumentadas para descricoes

macroscopicas.

31 RESULTADOS

Inicialmente os cora¢des foram mensurados com o auxilio de um paquimetro

e comparados: comprimento, largura, formato e aspecto dos atrios, ventriculos e
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cone arterial nas duas espécies de tubardo e em seguida dissecados.

Durante a dissecacdo de ambos o0s coragdes observou-se que sao
aparentemente semelhantes quanto ao seu cone arterial. Ambos possuem musculo
papilar e cordas tendineas. Além disso, notou-se que tais estruturas apresentavam-se
mais desenvolvidas e de facil visualizacéo no coragcao do S./lewini. Na vista ventral, o
coragao do S. lewinii apresentou ventriculo (V) com consisténcia mais densa e firme
e com formato triangular do lado direito piramidal, com &pice pontiagudo, o atrio (A)
envolve o cone arterioso (CA) e esta disposto dorsal ao ventriculo onde ocorre a
modificacdo da camara cardiaca em cone arterioso, que se alonga cranialmente
(Figura 1 A).

Na vista ventral, o coracdo do S. zygaena apresentou ventriculo (V) com
consisténcia menos densa, e formato piramidal, com apice arredondado e o atrio (A)
envolve o cone arterioso (CA). Ja na vista lateral esquerda é possivel observar que é
maior quando comparado com a vista lateral direita, estando localizado dorsalmente
ao ventriculo, observando a modificagdo da caAmara cardiaca para cone arterioso,
que se alonga cranialmente (Figura 1 A).

Figura 1. Vista ventral de coragéo do tubardo-martelo, Sphyrna lewinii (A) e Sphyrna
zygaena (B)

Em vista ventral, o coragédo do S. lewinii apresentou o cone arterioso (CA)
com sua face dorsal fazendo sintopia ao atrio (A) e o seio venoso (SV) disposto logo
abaixo, apresentando uma porg¢édo pequena, dorsalmente ao ventriculo (V) (Figura
2A).

Na vista dorsal o coracdo do S. zygaena apresentou o cone arterioso (CA) com
sua face dorsal interligada ao atrio (A), podendo perceber uma diferenca nas duas
regides, o atrio apresenta uma subdivisdo externa sobrepondo a face lateral direita
sobre a esquerda, o0 seio venoso (SV) esta localizado ventralmente , apresentando

uma porcgao pequena, dorsal ao ventriculo (V) (Figura 2 B).
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Figura 2. Vista dorsal de coragéo do tubardo-martelo, Sphyrna lewinii (A) e Sphyrna
zygaena (B)

O coragao do S. lewinii apresentou 3,5 cm de altura, medida do apice a base
e 2,5 cm de largura, feita entre os ventriculos na vista ventral (Figura 3 A). O coracédo
do S. zygaena apresentou 3,3 cm de altura, medida do apice a base e 2,7 cm de
largura, feita entre os ventriculos na vista ventral (Figura 3 B)

Figura 3. medidas da Altura (A) e Largura (L) do coragdo de tubardo-martelo, Sphyrna
lewinii (A) e Sphyrna zygaena (B), vista ventral

41 DISCUSSAO

O coragéo do S. lewini apresentou-se mais rigido, desenvolvido em suas
estruturas e ligeiramente maior que o S. zygaena podendo relacionar a diferenca
de profundidade vivenciada pelas espécies. Visto que os adultos de S. lewini vivem
tanto na regido oceénica com até pelo menos 275 metros de profundidade quanto
na plataforma continental. Enfrentando profundidade superior que a do S. zyganea,
encontrado em regides costeiras ou semi-ocednica e em aguas rasas sobre as
plataformas continentais em profundidade de no minimo 20 metros (COMPAGNO,
1984).
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O S. lewini esta sob fatores como pH, temperaturas mais baixas e maior
pressdo devido a profundidade que este se encontra. Visto que, o trabalho
muscular desta espécie € maior e mais eficaz em sua natacdo para se adaptar a
estes fatores. Esta situagdo pode ter colaborado para a maior densidade, tamanho
e desenvolvimento de seu coragdo, uma vez que utiliza a anatomia e fisiologia
cardiaca uma performance mais eficiente (COMPAGNO, 1984).

Em relagédo a profundidade atingida pelas espécies, nas ilhas de Malpelo
e Cocos, nos periodos diurno e noturno, os S. lewini realizaram mergulhos
predominantemente restritos a aguas mais aquecidas durante o dia com profundidade
de até 100 metros e a noite uma profundidade em torno de 728 metros, mas ja foi
reportado 1.000 metros atingidos pela espécie (BESSUDO, 2011). Entretanto reforca
a acao do fator de profundidade sobre as caracteristicas encontradas no coracao.

Em estudo com o S. lewinifizeram mergulhos que excedem o limite de 250 m
em 29 dias, compreendendo 35 ocasides separadas. A quantidade média de tempo
abaixo de 250 m por periodo de 12 horas, para periodos em que a profundidade
maxima ultrapassou essa profundidade, foi de 35 minutos e variou de 1 a 180
minutos A camada minima estavel de oxigénio no sul do Golfo da Califérnia é
bem pronunciada entre 250 e 800 m. Nessas profundidades, os niveis de oxigénio
dissolvido s@o consistentemente inferiores a 0 5 ml | 1 (11 mM) e aproximam-se da
anoxia completa perto de 600-700 m (JORGENSEN; KLIMLEY; MELO, 2009).

Em comparacéo, o coragao do tubardo anequim possui macroscopicamente
formato globuloso e o coragédo do tubardo agulhdo-negro formato piramidal e
triangular (FARRELL e JONES, 1992). Amensuracao média das alturas e larguras dos
ventriculos do tubaréo anequim é de 5,64+0,95 cm e 15,89+2,33 cm; e do agulhdo-
negro de 6,87+1,65 cm e 14,67+1,90 cm. A relagédo altura/largura dos ventriculos
dos tubardes anequins foi de 0,35+0,06; e para os agulhdes-negros foi de 0,47+0,14
(p-valor = 0,09). O tubardo-anequim, Isurus oxyrinchus, e tele6steos marinhos de
grande porte, como o agulhdo-negro, Makaira nigricans, ha semelhangas como o
nado rapido (RIEDE, 2004). Estas espécies habitam em regides com temperaturas
que variam de 16 a 31 °C (FRIMODT, 1995) e vivenciam profundidades médias entre
0-200 m, chegando a mais de 400 m para o agulhdo-negro (AMORIM AMORIM;
PIMENTA; AMORIM, 2011) e 750 m para o tubardo-anequim (WEIGMANN, 2016).

Deste modo, podemos correlacionar com as profundidades vivenciadas
pelo S. lewini que demonstrou apresentar o coracdo maior e com caracteristicas
semelhantes ao do tubardo anequim. Assim como, a coloragcéo roxeada, encontrada
nos coragdes do S. lewini, S. zygaena, Isurus oxyrinchus e Makaira nigricans, podem
ser relacionados ao nado rapido com velocidade média de 35 Km/h e pode atingir
velocidade maxima de 80 Km/h (EVANS; CLAIBORNE; CURRIE, 2014). Devido a

necessidade de manter o melhor empenho do nado, o débito cardiaco dos tubardes
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anequins € grande e garantido pela mioglobulina com a finalidade de manter o
suporte constante de oxigénio para as fibras da musculatura cardiaca (SCHMIDT-
NIELSEN, 2013). Este potencial também pode ser relacionado ao coracdo do S.

lewini que também apresenta esta coloragéo no coragao.

51 CONCLUSAO

Existe uma diferenca discreta entre o coracéo de S. lewiniie S. zygaena tanto
para o tamanho quando para o formato, ndo havendo aparentemente relagdo com o
tipo de nado e habito de vida.

REFERENCIAS

AMORIM, A. F.; PIMENTA, E.G.; AMORIM, M.C.C. 2011. Peixes-de-Bico do Atlantico. Santos,
Edicéao do Autor. 108p.

BESSUDO, S.; SOLER, G.A; KLIMLEY, P.; KETCHUM, J.; ARAUZ; HEARN, A.; GUZMAN, A_;
CALMETTES, B. Vertical and horizontal movements of the scalloped hammerhead shark
(Sphyrna lewini) around Malpelo and Cocos Islands (Tropical Eastern Pacific) using
satellite telemetry. Bol Invest Mar Cost, n. 40, p. 91-106, 2011.

BONE, Q.; MOORE, R.H. 2008. Biology of fishes. 3%ed. Oxford: Taylor and Francis, 478p.

COMPAGNO, L.J.V. 1984. Sharks of the world. An annoted and illustrated catalogue of sharks
species known to date. Part 2. Carcharhiniformes. FAO Fisheries Synopsis, v. 4, n. 125, p. 545-
554,

EVANS, D.H.; CLAIBORNE, J.B; CURRIE, S. 2014. The Physiology of Fishes. CRC Marine
Biology Series. 4°ed, 34 p.

FARRELL, A.P.; JONES, D.R. The heart. In: HOAR, W.S.; RANDALL, D.J.; FARRELL, A.P.
(eds). 1992. Fish physiology: the cardiovascular system, v. 12, part a., San Diego: Academic
Press, p. 1-87.

FRIMODT, C. 1995. Multilingual illustrated guide to the world’s commercial warmwater
fish. Fishing News Books, Osney Mead, Oxford, England. 215 p.

GAMPERL, A.K.; FARRELL, A.P. Cardiac plasticity in fishes: environmental influences and
intraespecific differences. Journal of Experimental Biology, v 207, n. 15, p. 2539-2550. 2004.

JORGENSEN, S.J; KLIMLEY, A.P; MUHLIA-MELO, A.F. Scalloped hammerhead shark
Sphyrna lewini, utilizes deeep-water, hypoxic zone in the Gulf of California. Journal of fish
Biology. 2009.

MOORMAN, A.F.M.; LAMERS, W.H. 1994. Molecularanatomy of the developing heart.
Trendsin Cardiovascular Medicine, n. 4, p. 257-264.

Ciéncias Biologicas: Consideracdes e Novos Segmentos Capitulo 15




POPPE, T.T.; JOHANSEN, R.; GUNNES, G.; TORUD, B. Heart morphology in wild and
farmed Atlantic salmon Salmo salar and rainbow trout Oncorhynchus mykiss. Diseases of
Aquatic Organisms, v. 57, n. 1-2, p. 103-108. 2003.

RIEDE, K. Global register of migratory species - from global to regional scales. Final
Report of the R&D-Projekt 808 05 081. Federal Agency for Nature Conservation, Bonn,
Germany. 329 p., 2004.

SCHMIDT-NIELSEN, K. 2013. Fisiologia Animal. Adaptagé@o e Meio Ambiente. 5% Edic&o.
Editora Santos.

VICTOR, N.; RAJASINGH, R. Evolution of the ventricles. Tex Heart Inst J. v. 26, n. 3. p. 168-
175.1999.

WEIGMANN, S. Annotated checklist of the living sharks, batoids and chimaeras
(Chondrichthyes) of the world, with a focus on biogeographical diversity. Journal of Fish
Biology n. 88, p. 837-1037. 2016.

Ciéncias Biologicas: Consideracdes e Novos Segmentos Capitulo 15 “



CAPITULO 16

HERNIA INGUINAL EM LEMURE-DE-CAUDA-
ANELADA (Lemur catta): RELATO DE CASO

Data de aceite: 01/09/2020
Data de submissao: 19/06/2020

Natalia Todesco

Parque Zoologico Municipal Quinzinho de
Barros
Sorocaba - SP

Lanna Torrezan

Parque Zoologico Municipal Quinzinho de
Barros
Sorocaba - SP

Rode Pamela Gomes

Clinica Veterinaria Vida Vet
Ubatuba - SP

Vanessa Lanes Ribeiro

Instituto Biopesca
Praia Grande - SP

Hanna Sibuya Kokubun

Centro de Reabilitacéo de Animais Silvestres —
Univap

Séo José dos Campos - SP

Rodrigo Hidalgo Friciello Teixeira
Parque Zoologico Municipal Quinzinho de
Barros

Sorocaba - SP

André Luiz Mota da Costa

Parque Zoolbgico Municipal Quinzinho de
Barros

Sorocaba - SP

Ciéncias Biologicas: Consideracdes e Novos Segmentos

RESUMO: (0] |émure-de-cauda-anelada
(Lemur catta) € uma das espécies de |émure
mais mantidas sob cuidados humanos e esta
classificada pela IUCN como em risco de extingéo
devido a perda de habitat e a caga. As hérnias
podem ocorrer na regido umbilical, inguinal ou
escrotal. As hérnias inguinais sao deslocamentos
de tecidos ou 6rgéos através do canal inguinal,
ocorrendo com maior frequéncia de forma
unilateral. A hérnia inguinal é menos frequente
que as demais, e é decorrente de um defeito
no anel inguinal. O diagnoéstico é obtido através
da palpacéo e a confirmagéo ocorre através da
reducdo manual da hérnia e deteccéo do canal
inguinal. O tratamento indicado é a corregéo
cirtrgica. O presente trabalho tem como objetivo
relatar o primeiro caso de um individuo de Lemur
catta diagnosticado com hérnia inguinal unilateral
e o0 consequente tratamento cirargico.
PALAVRAS-CHAVE: Cirurgia, herniorrafia,
prossimio.

INGUINAL HERNIA IN A RING-TAILED
LEMUR (Lemur catta): CASE REPORT

ABSTRACT: The ring-tailed lemur (Lemur catta)
is one of the lemur species most kept under
human care, and is classified as endangered
by the IUCN due to habitat loss and hunting.
The hernias may occur in the umbilical, inguinal
and scrotal regions. The inguinal hernias are
displacements of tissues and organs through the
inguinal canal and often occur unilaterally. The
inguinal hernias are less common then the others
and are due to a defect in the inguinal ring. The
diagnosis is through palpation and confirmation
is through the manual reduction of the hernia to
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the inguinal canal and detection of hernial ring. The indicated treatment is surgical
correction. The present article reports the first case of a Lemur catta kept under human
care diagnosed with unilateral inguinal hernia and its surgical treatment.
KEYWORDS: Surgery, herniorrhaphy, prossimium.

INTRODUCAO

A ordem dos Primatas é dividida em duas subordens: Strepsirhine
(Prossimios) e Haplorhini (Primatas do Velho e Novo Mundo). A subordem
Strepsirhine é dividida em duas infraordens: a Lorisiformes que inclui os l6ris, potos
e galagos e a Lemuriformes, que é representada pelos Iémures. Esta infraordem é
composta por cinco familias, todas endémicas da ilha de Madagascar, na Africa:
Lemuridae, Indriidae, Cheirogaleidae, Lepilemuridae e Daubentoniidae. Os |émures
ocorrem em uma grande variedade de nichos ecoldgicos, ocupando desde florestas
tropicais de altitude na costa Leste e florestas secas no Oeste, até os desertos do
Sul (WILLIAMS, 2015).

O |émure-de-cauda-anelada (Lemur catta) € uma das espécies de |émure
mais mantidas sob cuidados humanos, e em vida livre esta classificada pela Unido
Internacional para Conservagdo da Natureza (IUCN) como em risco de extingdo
devido a perda de habitat, principalmente devido as queimadas para ampliacéo das
areas para a agropecuaria, além da caca para subsisténcia (ANDRIAHOLINIRINA
et al., 2014). Possuem habitos diurnos, sdo onivoros e pesam entre 2 a 3 kg
(WILLIAMS, 2015).

As hérnias séo classificadas em verdadeiras e falsas. A verdadeira possui
o anel herniario definido e o saco do peritdnio envolvendo o conteddo herniério,
diferindo da falsa, a qual ndo possui 0 saco herniario completo. Podem ocorrer na
regido inguinal, umbilical e escrotal (READ, BELLENGER, 2007; SMEAK, 2007). As
hérnias inguinais, menos frequentes que as demais, séo deslocamentos de tecidos
ou 6rgaos através do canal inguinal, ocorrendo com maior frequéncia de forma
unilateral. Podem ser decorrentes de trauma ou anomalias congénitas do canal
inguinal, levando os 6rgéos da cavidade abdominal a regido subcutanea (FOSSUM,
2015). E constituida por um anel (que é o defeito na parede abdominal), o saco
herniario (formado por peritdnio que recobre o conteldo da hérnia) e o conteldo,
constituido pelo érgéao deslocado (READ; BELLENGER, 2007).

Em cées ocorre mais frequentemente de forma congénita, em decorréncia
da estenose retardada do anel inguinal, com maior incidéncia em machos. Podem
ser de diferentes tamanhos, dependendo do contetido herniado, sendo reportados
intestino, omento, tecido adiposo, bago, vesicula urindria e até mesmo Utero
gravidico como contetdo (SMEAK, 2007). Os sinais clinicos sdo dor e aumento de
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volume na regido inguinal, variando de acordo com o 6rgéo herniado e a presenca
de encarceramento, além de vémito e letargia. Alguns animais sédo assintométicos.
O aumento de volume pode apresentar-se mais proeminente, com consisténcia
flutuante, no caso do envolvimento de intestinos, Utero ou vesicula urinéaria
(FOSSUM, 2015). O diagnostico é realizado por meio de palpagdo cuidadosa.
Uma limitagdo é o tamanho reduzido da hérnia, que pode néo ser detectada até
que ocorram complicagdes. A confirmagao ocorre por meio da redugdo manual da
hérnia e palpacdo do canal inguinal, porém a palpagcédo pode n&do ser conclusiva
quando se trata de hérnias encarceradas. A ultrassonografia e radiografias simples
e contrastada podem ser utilizadas para auxiliar a identificar o conteido herniado. O
tratamento indicado é a correcéo cirurgica (SMEAK, 2007).

Em seres humanos a incidéncia de hérnias inguinais é de 75% em relacéo as
demais hérnias, sendo mais comum em homens do que em mulheres (TEIXEIRA,
et. al., 2017). Em primatas ndo humanos, as hérnias inguinais ja foram descritas em
varias espécies, como 0 macaco-caranguejeiro (Macaca fascicularis) (SADOUGHI,
B., et al., 2019), o sagui-de-tufos hibrido (Callithrix sp) (DINIZ, 2019) e 0 macaco-
rhesus (Macaca mulatta) (BERG et al., 2017). Nao foram encontrados relatos em
Prossimios.

O presente trabalho tem como objetivo relatar a ocorréncia de hérnia inguinal
unilateral em um individuo de Lemur catta mantido sob cuidados humanos no Parque
Zoolbégico Municipal Quinzinho de Barros (Sorocaba, SP, Brasil), assim como seu
tratamento cirargico.

RELATO DE CASO

Uma fémea adulta de Lemur catta, foi observada com um aumento de
volume em regido inguinal direita durante inspecéo a distancia. Animal estava
assintomatico, apresentando inclusive normoquesia e normaria. O paciente foi
submetido a contencéo quimica com cetamina 10% (6 mg/kg) e midazolam 0,5%
(1 mg/kg) aplicados por via intramuscular para realizagdo de exame fisico, colheita
de sangue para hemograma completo, funcé@o renal e funcdo hepatica. Ao exame
fisico, 0 aumento de volume mediu aproximadamente 6,5 cm x 4,5 cm (Figura 1),
apresentou consisténcia flutuante e grande parte do contetdo palpado era redutivel,
sendo possivel palpar o anel herniério, evidenciando hérnia inguinal de etiologia
desconhecida. Todos os exames estavam dentro da normalidade.
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Figura 1: Aumento de volume em regido inguinal esquerda, medindo 6,5 cm x 4,5 cm.

Uma semana apos confirmacdo do diagnoéstico, o Iémure foi anestesiado
com cetamina 10% (5 mg/kg) e midazolam 0,5% (0,7 mg/kg) aplicados por via
intramuscular para realizagdo do procedimento cirurgico. O animal foi intubado
com traqueotubo n°® 3 (Figura 2) e a manutencé@o da anestesia foi realizada com
isoflurano em vaporizador universal. O animal foi posicionado em decubito dorsal,
foi realizada tricotomia ampla da regido inguinal (Figura 3) seguida de antissepsia
com iodo degermante. O procedimento cirurgico foi iniciado com uma incisdo
na pele (Figura 4). Em seguida realizou-se a divulsédo do tecido subcutaneo até
exposicdo do saco herniario (Figura 5), que entéo foi incisado e em seu interior foi
possivel observar a vesicula urinéaria (Figura 6). O saco herniario foi removido, foi
realizada puncéo para esvaziamento da vesicula urinaria com agulha 25 x 7 (Figura
7), com o objetivo de facilitar a reducdo, e a vesicula urinaria foi cuidadosamente
redirecionada a cavidade abdominal (Figura 8). Foi realizado debridamento do anel
herniario, seguido de sutura da musculatura em padrdo “Sultan” (Figura 9). Foi
realizada a sintese do tecido subcutaneo em padrdo simples continuo e da pele
com sutura intradérmica em “U” continuo (Figura 10); todos com fio monofilamentar
nylon 3-0.
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Figura 4: Incisdo cutanea paralela a linha alba em regiéo inguinal.
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Figura 7: Esvaziamento da vesicula urinéria para facilitar a redugéo, através de pungéo
de seu contetldo com agulha 25 x 7.
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Figura 10: Sutura de pele intradérmica com padrédo “U” continuo, ocultando o fio
cirargico.
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O individuo obteve uma boa recuperacéo anestésica. No pds-operatorio foi
administrado enrofloxacino 5 mg/kg intramuscular durante sete dias, meloxicam 0,2
mg/kg intramuscular durante trés dias e dipirona 25 mg/kg via oral durante cinco
dias. O animal foi mantido em espaco restrito (Figura 11) durante quinze dias, de
forma que ndo pudesse saltar ou se movimentar demais, para evitar a deiscéncia ou
ruptura da sutura. Apds este periodo, com excelente cicatrizagcéo, o Iémure retornou

ao recinto com os demais contactantes.

Figura 11: Individuo de Lemur catta apbs recuperagdo anestésica, mantido em espago
restrito para evitar complicagdes pds-operatorias.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A hérnia inguinal € comum em primatas, porém ndo foram encontrados
relatos em prossimios. O presente trabalho relatou a ocorréncia de hérnia inguinal
em uma fémea adulta de Iémure-da-cauda-anelada (Lemur catta), com histérico de
aumento de volume em regido inguinal direita. Segundo Fossum (2015), a vesicula
urinaria quando herniada possui consisténcia flutuante a palpagéo, assim como
ocorreu nesse caso.

Na espécie canina a predisposicdo sexual das hérnias inguinais € maior
em machos (SMEAK, 2007), assim como em homens & mais frequente do que em
mulheres (TEIXEIRA, et al., 2017). Neste relato a hérnia inguinal ocorreu em uma
fémea, levantando a questao para futuras pesquisas sobre a predisposicdo sexual
em prossimios, ja que este € o primeiro caso.

A recomendacgéo cirurgica indicada para cées e gatos foi aplicada para este
Iémure. Adaptagbes da técnica preconizada a estes animais, como o padrdo de
sutura, foram necessarias devido as caracteristicas biolégicas e comportamentais
deste prossimio. A literatura recomenda que apds a remoc¢é&o do saco herniario
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deve-se realizar sutura de colchoeiro, simples continuo, “Cushing” ou “Lembert”.
(FOSSUM, 2015; SMEAK, 2007). Neste caso foi realizada a sutura da musculatura
apos debridamento do anel herniario em padréo “Sultan”, para dar maior resisténcia
€ seguranca a sutura, ja que a espécie em questéo possui 0 habito de saltar para se
locomover, exercendo maior tracdo na musculatura envolvida. Optou-se também por
utilizar a sutura cutanea em “U” continuo intradérmico para ndo deixar fios de sutura
expostos e chamar a atengdo do paciente, pois 0s |émures sdo muito curiosos e
possuem maos habeis, que poderiam facilmente retirar a sutura externa.

Como recomendado por Smeak (2007), apds a cirurgia, o animal foi mantido
em espaco reduzido para limitar seus movimentos, a fim de evitar complicacdes
pos-operatorias. Com a sutura intradérmica em “U” continuo, néo ha a necessidade
de retirar a sutura, evitando mais uma contencéo fisica e minimizando o estresse
do paciente. Durante toda a recuperacdo o animal ndo demonstrou interesse em
tocar na leséo cirargica. A alta médica foi realizada apds 15 dias, onde foi observada

excelente cicatrizacéo.

CONCLUSAO

A ocorréncia de hérnia inguinal é frequente em animais domésticos, sendo
possivel encontrar inumeros relatos em literatura especializada. A técnica utilizada
foi a descrita para cées, que com pequenas adaptacdes se mostrou eficaz nesse
[émure. Em animais selvagens a afeccdo é pouco relatada, existindo relatos em
primatas, porém sem relatos em prossimios. Este é o primeiro relato que se tem

noticia em um prossimio, em nivel mundial.
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RESUMO: Uma ferramenta Util para descrigao
do comportamento de dada espécie animal em
dada condicdo é a construgcdo de etogramas.
Os etogramas nos mostram tanto o repertério
comportamental da espécie como o orcamento
temporal dos diferentes comportamentos. O
presente estudo teve como objetivo elaborar um
etograma para um grupo de sete individuos de
macacos barrigudos Lagothrix lagothricha cana
(Primatas: Atelidae) mantidos sob os cuidados da
Fundacédo Zoo-Botanica de Belo Horizonte, MG.
O estudo foi realizado entre setembro-novembro
de 2018. Na natureza, primatas desta espécie
habitam florestas primarias de terra firme na
Amazénia, e apresentam habitos arboricolas. A
elaboracdo do etograma tomou por base duas
etapas: (i) cinco horas de observacdes ad libitum
para identificacé@o e categorizacéo dos principais
comportamentos; e (i) vinte horas de observacéo
utilizando o método scan divididas igualmente
entre a manha e tarde. O grupo foi dividido em
trés subgrupos conforme o sexo e a idade: (1)
trés machos adultos; (2) trés fémeas adultas
(incluindo uma mae); e (3) unico filhote (fémea).
A unidade amostral considerada foi o intervalo
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de tempo de trinta minutos. Para a comparacdo da frequéncia relativa de cada
comportamento entre os trés grupos foi utilizado o teste ndo paramétrico de Kruskal-
Wallis seguido da comparacéo par-a-par pelo teste de Mann-Whitney. No total, foram
obtidos 2850 registros comportamentais, e as categorias de comportamento mais
observadas foram descanso (28% do tempo) e locomocgéo (20%). Foram também
observados comportamentos de cuidado parental (e.g., amamentagdo), brincadeira,
e defesa do grupo (e.g., exibicdo dos dentes). O unico filhote mostrou maior
atividade que os adultos, incluindo os comportamentos de brincar e correr (P < 0,05).
Comportamentos sexuais foram relativamente raros. Os resultados obtidos podem ter
implica¢des importantes tanto na elaboragcéo de técnicas visando o bem-estar desta
espécie sob os cuidados humanos como nos planos de manejo e conservagao no
ambiente nativo.

PALAVRAS-CHAVE: Animais sob o cuidado humano, Atelidae., Conservagéo,
Orcamento temporal, Primatas.

ETHOGRAM OF A GROUP OF WOOLLY MONKEYS (LAGOTHRIX
LAGOTHRICHA) LIVING AT THE ZOOBOTANICAL FOUNDATION OF
BELO HORIZONTE, MG

ABSTRACT: A useful tool to describe the behavior of an animal species living
under a given condition is the construction of an ethogram. Ethograms show us the
behavior repertoire of a species and the time budget of different behaviors. Our goal
in this study was to construct an ethogram for a group of seven woolly monkeys
Lagothrix lagothricha cana (Primates: Atelidae) kept at Fundagéo Zoobotanica de
Belo Horizonte, MG. The study was conducted in September-November/2018. In
nature, L. lagothricha are found in Amazonian “terra firme” primary forests and show
arboreal habits. To build the ethogram, our study was divided in two stages: (1) five
hours of ad libitum observations to identify and categorize the main behaviors; and
(2) twenty hours of observation using the scan method equally partitioned between
morning and afternoon. According to sex and age, the group members were divided
into three subgroups: (1) three adult males; (2) three adult females (one mother);
and (3) a young female daughter. Sample units considered to build the ethogram
were the thirty minute intervals. In order to compare the relative frequency of each
behavior among subgroups, we used the non-parametric method of Kruskal-Wallis
followed by pairwise comparisons using the Mann-Whitney test. We achieved a total
of 2850 behavior recordings, and the behavioral category most frequently observed
was resting (28% of the time) and locomotion (20%). Other behaviors observed with
some frequency include parental care (e.g. breast feeding), play, and defense (such
as teeth exhibition). The only monkey cub present in the group showed greater activity
than the adults, including play and run (P < 0,005). Sexual behaviors were relatively
rare. The results shown here may have important implications in the developing of
strategies aimed at the well-being of woolly monkeys living under human care and
strategies aimed at the management and conservation of woolly monkeys in natural
reserves.
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KEYWORDS: Animal under human care, Atelidae, Conservation, Primates, Time
budge.

11 INTRODUGAO

Um programa de conservagao tem por objetivo a recuperacgéo das populactes
de espécies ameacadas visando a persisténcia destas popula¢cdes no seu meio
nativo. O primeiro passo neste sentido € analisar os estudos ja realizados com a
espécie, o0 que possibilita diagnosticar o estado de conservagéo da espécie e tragar
0s proximos passos a serem tomados (REZENDE, 2013).

O primeiro método normalmente utilizado nos programas de conservagéo é
0 manejo in situ das espécies nos casos em que isto é possivel (REZENDE, 2013).
O manejo ex situ pode ser uma fonte de diversidade genética para populagdes
selvagens, através de programas de reintrodugéo e translocag¢éo (manejo integrado)
(VALLADARES-PADUA et al., 2009). O cuidado de espécies ameacadas em cativeiro
€ de importancia vital na conservagao da biodiversidade mundial, pois contribui para
preservacao da genética e possibilita a realizacéo de pesquisas que muitas vezes
nao sao faceis no ambiente natural (HUTCHINS et al., 2003; MATOS-CARTAGENAS
et al., 2017).

Snyder e colaboradores (1996), contudo, apontam uma série de dificuldades
e problemas com as técnicas de manejo ex situ visando a conservagao das espécies
animais, e destacam que esta abordagem deve ser adotada somente em casos
onde os métodos de manejo in situ ndo tenham se mostrado eficazes. O sucesso da
conservagao em cativeiro depende tanto dos cuidados na manutengéo, quanto da
capacidade de adaptagdo destes animais a nova condigcdo (RUIZ-MIRANDA et al.,
2003). A legislacao brasileira prevé atualmente que sejam elaborados Programas de
Cativeiro de Espécies Ameacgadas de acordo com a Instru¢do Normativa n.° 22, de
27 de margo de 2012, do Instituto Chico Mendes de Conservacgéo da Biodiversidade
(REZENDE, 2013).

De acordo com Heymann e Strier (2008), existem no mundo 657 espécies
e subespécies de primatas distribuidas em 16 familias e 71 géneros. Grande parte
destas espécies vive nas regides tropicais do planeta e ocupam uma variedade de
habitats, de savanas abertas a florestas densas. A maior riqueza de espécies se
encontra nas Américas Central e do Sul, na Africa e na Asia (HEYMANN & STRIER,
2008). O Brasil destaca-se como o pais mais rico em espécies de primatas no
mundo, com cerca de 120 espécies e subespécies (FORTES & BICCA-MARQUES,
2005).

Os primatas (ordem Primates) podem viver solitarios, em grupos

monogamicos, em grupos com somente um macho adulto e varias fémeas, ou
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em grupos multi-machos e multi-fémeas (FORTES & BICCA-MARQUES, 2005;
GARBER & ESTRADA, 2009). As vantagens da vida em grupo, eleva a defesa
contra predacdo e diminui a dificuldade para encontrar parceiros sexuais. Em
contrapartida, a vida em grupo propicia o aumento da competi¢do intraespecifica
por alimento e da incidéncia de doencas parasitarias devido ao maior adensamento
populacional (HICKMAN et al., 2004; ALCOCK, 2011).

O estudo do comportamento animal (etologia) vem sendo praticado ha
milhares de anos, tendo em vista que o humano cacador-coletor ja precisava deste
conhecimento tanto para se defender dos predadores como para cagar suas presas
(ALCOCK, 2011). Os estudos etologicos podem ser utilizados para analisar o
comportamento das espécies de animais, buscando entender os fatores ecolégicos
e evolutivos que moldaram esses comportamentos, possibilitando melhoria do bem-
estar animal sob cuidado humano (PEREIRA & PITSKO, 2003; ALBUQUERQUE &
CODENOTTI, 20086).

A partir de observacdes acerca do comportamento animal pode se elaborar
um etograma, o qual descreve as caracteristicas comportamentais de dada
espécie, incluindo como suas atividades séo distribuidas no tempo e no espacgo (DA
CONCEICAO et al., 2008). A construgdo de etogramas serve a muitos propésitos
visando a conservagéo de espécies ameagadas, como por exemplo, a comparagéo
do orgamento temporal ou uso do espaco de dada espécie em cativeiro com aqueles
observados na natureza. Esta comparagédo pode revelar diferengas que, por sua
vez, podem indicar formas de aplicar o enriquecimento ambiental de modo que o
animal possa exibir 0 maximo de seu repertério comportamental possivel in situ
(LLORET, 1978; RESENDE, 2008).

O presente estudo teve como objetivo elaborar um etograma para um grupo
de sete individuos de macacos barrigudos Lagothrix lagothricha cana (Primatas:
Atelidae) mantidos sob os cuidados da Fundacdo Zoo-Botanica de Belo Horizonte,
MG.

21 MATERIAL E METODOS

2.1 Area de Estudo

O presente estudo foi desenvolvido no Jardim Zoologico da Fundagao
Zoobotanica de Belo Horizonte (19° 51’ 19.6”S 44° 00’ 19.7"W), regido sudeste
do Brasil, entre os meses de setembro e novembro de 2018. O clima regional
predominante é o mesotérmico (Cwb na classificagdo Képpen) com verdes chuvosos
e invernos secos. A precipitacdo média anual é de 1546 mm e temperatura média
variando entre 15,7 e 21,5 °C (ALVARES et al., 2013).

Os primatas observados encontram-se em um fosso seco de formato circular
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de aproximadamente 1250 m2 (Figura 1 e, f), no qual a parte central é elevada
em relacéo a borda, de forma que a maior parte do recinto fica no mesmo nivel
dos visitantes. Os animais tém a sua disposicéo, brinquedos feitos de madeira,
elasticos, redes e varias arvores da espécie Ziziphus joazeiro (juazeiro), Acromia
aculeata (coco-de-espinho), e plantas das familias Oleaceae e Poaceae (Figura 1
c). No entorno do fosso, plantas da espécie Myrtus communis (murta) faz o papel
de “cerca viva”, que auxilia no bem-estar dos animais no recinto (C. ROBERTO,
2018, comunicacdo pessoal). Todas as espécies de plantas mencionadas eram
regularmente consumidas pelos primatas no recinto.

2.2 Espécie Estudada

A espécie alvo do presente estudo - macaco-barrigudo da espécie Lagothrix
lagothricha cana (Humboldt, 1812), primata da familia Atelidae (RUIZ-GARCIA
& PINEDO-CASTRO, 2010). Segundo Fooden (1963), o macaco-barrigudo é
representado por duas espécies: Lagothrix lagothricha e Lagothrix flavicauda. A
espécie L. lagothricha inclui quatro subespécies, sendo elas L. lagothricha lugens,
L. lagothricha poeppigii, L. lagothricha lagothricha e L. lagothricha cana (BOTERO
et al., 2014).

Primatas da espécie L. lagothricha apresentam dimorfismo sexual discreto
como mostrado na Figura 1. O macho apresenta porte maior que a fémea, caninos
com o dobro do comprimento em relacéo aos dentes incisivos, ja a fémea apresenta
cauda mais longa e delgada, e massa corporal mais baixa (FOODEN, 1963;
DEFLER, 1995).
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Figura 1: Fotografias mostrando os espécimes de macaco-barrigudo (Lagothrix
lagothricha) estudados e o fosso seco onde o grupo se encontra. (a) A fémea possui
coloragao acinzentada no dorso e membros posterior e anterior marrom-claro
acinzentado, rabo delgado e corpo mais esguio; (b) o macho possui coloragao amarelo-
claro acinzentado nas regides mais extremas dos membros inferiores até o final da
cauda, além de ter o corpo mais robusto e cauda mais grossa do que a da fémea. (c):
filhote fémea andando nos poleiros. (d): fémea amamentando dentro da toca do recinto.
(e): vista geral do recinto com enriquecimento. (f): portas de acesso ao alimento.

A espécie L. lagothricha na natureza habita florestas de terra firme primarias
(PERES, 1996; DI FIORE, 2003), e se mostra vulneravel a caga e a fragmentagéo
de habitat (BASTOS, 2012; ZARATE & STEVENSON, 2014). Sua dieta onivora que
inclui uma variedade de frutos nativos (60 a 77% da dieta) resulta na disperséao
de sementes grandes de muitas espécies de diversas familias incluindo Fabaceae
(Leguminosae), Moraceae, Euphorbiaceae e Myristicaceae (PERES, 1994; DEFLER
& DEFLER, 1996; ROOSMALEN et al., 1996; STEVENSON et al., 1994; DI FIORE,
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2003; DI FIORE, 2004; STEVENSON & ALDANA, 2008).

Os grupos podem variar de 10 a 49 individuos (DI FIORE, 2003) e incluem
varios machos que em areas de vida pequenas definem a hierarquia do grupo
através de comportamentos agonisticos (WILLIAMS, 1967; HICKMAN et al., 2004).

2.3 Protocolos de Amostragem

Para a elaboracdo do etograma para esta familia de macacos barrigudos,
utilizamos o método de amostragem ad libitum nas observacgdes preliminares e o
método de varredura ou scan nas observagdes definitivas, que formaram a base
para a constru¢do do etograma. As observacdes preliminares serviram para registrar
aspectos relevantes acerca do recinto e dos membros do grupo, definir as categorias
comportamentais e interagdes sociais que seriam objeto de anélise, bem como
avaliar o método de amostragem mais apropriado (DEL-CLARO, 2004; FORTES &
BICCA-MARQUES, 2005). Com base nestas observacoes e registros preliminares,
elaborou-se uma tabela com a descricdo comportamentais observadas, que serviu

de base na construcédo definitiva do etograma (Tabela 1).

Compor Sigla Descrigdo

Mv [Movimentar-se dentro do recinto com ou sem destino especifico; deslocar-se.

Ces |[Comportamento estereotipado: Movimentar a cabega e o térax de um lado para o outro.

Mn |Manobrar-se usando o tronco dentro do recinto para girar o corpo.

Cr [Correr. As vezes inclui pequenos saltos livres.

Gi |Ganhar impulso. O animal flexiona rapidamente os membros posteriores para adquirir impulso e saltar.
Do |Descer do objeto.

Eo |Escalar algum objeto.
Cam [Dar cambalhota, o individuo quando descendo de puleiros da cambalhotas para chegar ao chio.

Cm |Cagar insetos, comer sentado, comer deitado, alimentar-se.
Alimentagdo Ce |Comer esticado: quando o alimento de interesse é de dificil alcance, se forma uma ponte com o corpo.
Bb |Beber dgua: O animal bebe dgua colocando as duas méo na bica da piscina, molhando-a e levando-a a boca.
Forrageamento Fr |Forragear: buscar por alimento.
Bd |Brincar dependurado verticalmente.
Brincar Bh |Brincar dependurado horizontalmente.

Bf |Brincar com folhas

Df [Defesa: O primata exibe seus dentes olhando para o oponente, podendo urinar ou evacuar no mesmo.
Gt |Gritar: Emitem vocalizagGes fortes para seus oponentes ericando os pelos.
Am [Amamentar. Am3e abraca o infante ou simpl ente coloca os bragos sobre ele para tar.
Carregar no dorso/ventre: Carregado no meio das costas da m3e ou do macho; agarrado, o infante pode ocupar
varios tipos de posigdes.
Abg [Abragar: Um individuo abraga ao outro, demostrando comportamento afetivo.

Locomogdo

nteragdo Social Agonisticd

Interagdo Social Afetiva | Cad

Maneiras Reprodutivas Inspecionar genitalia: O individuo toca ou / e lambe a genitalia e / ou a regido pubiana prépria ou de outro.
Ch |Cheirar a genitalia de outro individuo.
Vocalizagdo Vc [Vocalizar dentro do recinto; emitir som.
Ac |Auto-catagdo, procurar algo em seu corpo.
C¢ [Cocar-se; Cabega, bragos e costas sdo cogados com as mdos ou pés, ou o corpo é esfregado em algo.
Reb |Receber catagdo; procurar algo no corpo de outro individuo.
Cca |Cogar a genitalia: o animal coga o dnus, a genitalia ou a regido pubiana.
Se [Sentado; o animal permace observando algo ao seu redor.
DI |Deitado lateralmente ou deitado de frente, o animal deita-se com a barriga voltada para o solo.
De |Dependurado pela cauda o animal fica em posi¢do de descanso.
Descanso Dg |Deitado sobre os galhos o animal permace em descanso.
Es |Espreguicar-se.
Fx [Flexionado: Individuo fica flexionado sobre galhos ou chao obeservando algo.
Pq |Posicdo de quadrupede: animal fica em posicdo de quadrupede observando ao redor.
N3o Visivel Nv [Animal ndo é visto pelo observador.

Cuidados Corporais

Tabela 1: Descricdo dos comportamentos observados para a constru¢éo do etograma -
L. lagothrix cana.
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2.4 Analises Estatisticas

A unidade amostral considerada neste estudo foi o intervalo de tempo de
trinta minutos. Para comparar a frequéncia de cada comportamento entre 0s grupos
de machos, fémeas e filhote, utilizamos o teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis,
seguido da comparacéao par-a-par pelo teste de Mann-Whitney. Visto que os valores
das variaveis avaliadas ndo apresentaram distribuicdo normal e nem foram passiveis
de normalizacéo ap6s transformacdes (QUINN & KEOUGH, 2002). Em todas as
andlises foi utilizado o nivel de significancia de 5%.

RESULTADOS E DISCUSSAO

No total, foram obtidos 2850 registros comportamentais. Destes, o
comportamento de descanso foi o mais observado, com 28%, seguido do
comportamento de locomogéo (20%). Também foram frequentes as observagdes de

brincadeiras e intera¢des sociais afiliativas (Figura 2).
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Figura 2: Porcentagem da frequéncia de registros das categorias gerais de
comportamentos observados nos individuos. A porcentagem foi calculada com base no
numero de observagdes por individuo.

Em estudo com L. lagothricha cana realizado numa area preservada privada
na Amazoénia Central, Cartagena-Matos e colaboradores (2017) e por Bodmer e
Robinson (2004) com L. lagothricha cana em ambiente semi-cativo na América do
Sul e Central, documentaram o descanso como o comportamento mais frequente
assim como em seus estudos (45% do total de observagdes). Por outro lado, nestes
mesmos estudos o forrageamento apareceu como o segundo comportamento mais

frequente (29% do total; contra 6,6% no presente estudo), seguido de locomogéo
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(traveling), com percentual do total em 23%, similar ao do presente estudo (20%)
(Figura 2).

Em outro estudo com L. lagothricha cana em vida livre no Parque Nacional
Natural Tinigua, Colémbia, Stevenson e colegas (1994), documentaram frequéncia
de comportamentos muito diferente daquela observada no presente estudo, com
0s comportamentos aparecendo na seguinte ordem: locomog¢éao (36%), alimentacéo
(36%), descanso (24%), outras atividades (4%). De forma semelhante, Shanee e
Shanee (2011) observaram, ao norte do Peru, os comportamentos de alimentacao
(29,8%), locomocédo (29%) e descanso (26,3%) como os mais frequentes em
Oreonax flavicauda, espécie semelhante a L. lagothricha. Finalmente, Di Fiore
e Rodman (2001), em outro estudo com L. lagothricha poeppigii em vida livre no
Equador, mostra que existe uma variagédo sazonal no uso do tempo. Neste caso,
a variagdo sazonal na frequéncia dos comportamentos pareceu relacionada a
variacdo sazonal na disponibilidade de recursos, dentre outros fatores. Em vista
das diferengcas marcantes do ambiente cativo comparado com o ambiente natural
(e.g., a flutuacéo na disponibilidade de alimento), é de se esperar grande diferenca
no uso do tempo.

Durante a alimentagéo, os individuos foram observados se movendo em
diversas posturas, como se sentar, em pé ou pendurados pela cauda ou pelos
préprios membros. Estas posturas também foram documentadas no estudo de
Kavanagh e Dresdale (1975) com L. lagothricha na Colémbia.

Foi observado o cuidado parental por parte das fémeas, mas também por
parte dos dois machos subordinados. Um destes machos foi observado carregando
a filhote e brincando com ela (Figura 3 a). Porém, na maior parte dos casos, 0s
cuidados parentais partiram da fémea-mae, que foi vista amamentando (Figura 3 b)
e carregando a prole no dorso (Figura 3 c).

A fémea-filhote buscou com frequéncia, e foi bem-sucedida em varias
ocasides, subirno dorso dos adultos. Este comportamento também foi observado,
com muita frequéncia em outros estudos com L. lagothricha poeppigii, mesmo por
parte de infantes mais velhos (KAVANAGH & DRESDALE, 1975; ZEWDIE, 2017).
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Figura 3: Frequéncia observada de comportamentos de interagéo social. (A) Interagcao
afiliativa; (B) Amamentacéo; (C) Carregar no dorso ou no ventre; e (D) Abragar. As
barras correspondem a média e a linha vertical ao erro padréao (N = 40 intervalos de
30 minutos). Os valores foram calculados com base no nimero de observagées por
individuo. Letras distintas em cima das barras indicam diferenca significativa entre os
grupos (P < 0,05) de acordo com o teste de Kruskal-Wallis.

Com frequéncia méae e filhote foram observados juntos interagindo entre si
por meio de brincadeiras utilizando galhos caidos no chdo. Com menor frequéncia,
a filhote também brincava desta forma com outros adultos, especialmente as
fémeas. Relatos semelhantes sdo encontrados em outros estudos (KAVANAGH
& DRESDALE, 1975; ZEWDIE, 2017). Estas observagbes reforcam a ideia de o
instinto maternal ser fortemente controlado por genes e horménios (SILVA, 2016) e
do cuidado maternal ser mais comum que o cuidado paternal nas espécies sociais
(ALCOCK, 2011).

Em ocasides raras, especialmente na parte da manha em condigdes de céu
nublado ou nos periodos mais quentes do dia e apds as refei¢bes, os individuos
do grupo foram observados todos abrigados e dormindo. De modo geral, contudo,
especialmente no turno da tarde, os individuos se mostraram ativos, brincando,
forrageando, vocalizando, e se deslocando ao redor. Padrbes de atividades
semelhantes foram descritos na literatura para outras espécies de primatas (TALEBI
& LEE, 2010; SHANEE & SHANEE, 2011; RIMOLI et al., 2012).

De modo geral, foram raros os comportamentos agressivos entre os membros
do bando, especialmente na parte da manha. Em uma ocasido um macho agrediu
uma fémea. Em outra, a filhote parecia machucada, mas néao foi observada qualquer
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agressd@o. Na parte da tarde, foram mais comuns os gritos de aviso e pequenos
conflitos. Em um atimo de aparente estresse provocado por um visitante humano
que assobiava em direcédo ao grupo, um macho subordinado que gritava recebeu um
tapa no rosto por parte do macho dominante. Em outra ocasido, uma das fémeas foi
observada vomitando, e um dos machos puxou sua cauda fazendo-a gritar.

Em outro momento, um visitante gritou em direcdo aos membros do grupo
que estavam dormindo. A fémea-méae tomou a filhote no dorso e correu, enquanto o
macho dominante se pOs a vista contra o visitante mostrando o pénis e urinando, e
outra fémea gritava bem alto mostrando seus dentes. Este foi o episédio de maior
agressividade e estresse no grupo presenciado pelos observadores.

Comportamento agressivo foi também observado numa ocasidao em que um
dos tratadores se encontrava dentro do recinto para retirada de uma garrafa plastica
(que vinha sendo manuseada por um dos machos). Neste momento, o0 macho
maior subiu num poleiro alto do recinto e comecou a urinar, gritar e evacuar sobre
o tratador.

Todavia, embora tenham sido observados episddios de agressividade,
0s comportamentos agonisticos representaram somente 0,6% do total do tempo
de observacéo (Figura 3). Isto indica a existéncia no grupo de uma hierarquia de
dominancia bem definida (HICKMAN et al., 2004). Nossa observacdo que mostra
que o macho maior, dominante foi aquele que se mostrou mais agressivo e protetor
do grupo diante das ameacas também sugere esta hierarquia de dominancia. De
forma similar, Kavanagh e Dresdale (1975) observaram poucos comportamentos
agonisticos num grupo de L. lagothricha no norte da Colémbia.

Em comparagdo com os adultos de ambos os sexos, a fémea filhote se
moveu (Figura 4 a), correu (Figura 4 b) e brincou com maior frequéncia no recinto. A
jovem fémea se mostrou mais ativa em todas as classes de brincadeira registradas
(com folhas, verticalmente e horizontalmente) (Figura 5).

Em certas ocasides, os machos do bando foram observados balan¢ando
vigorosamente as arvores do recinto, as vezes de forma repetida, especialmente
no periodo da tarde. Principalmente na fase de observacdes preliminares, alguns
comportamentos estereotipados foram exibidos pela fémea méae, em particular.
Nestes casos, a fémea girava o pescocgo e o corpo. No total, incluindo ambas as
fases do estudo, este comportamento foi observado seis vezes, sempre no periodo
da tarde (Figura 4 c).
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Figura 4: Frequéncia observada de comportamentos de locomogéo (a), correr
(b), comportamentos estereotipados (c), e de parar em posicao quadripede nos
individuos (d). As barras correspondem a média, e a linha vertical ao erro padrao (N
= 40 intervalos de 30 minutos). Os valores foram calculados com base no nimero
de observagdes por individuo. Letras distintas em cima das barras indicam diferenca
significativa (P < 0,05) entre os grupos de acordo com o teste de Kruskal-Wallis.
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Figura 5: Frequéncia observada de comportamentos de brincar de modo geral (a)
de brincar com folhas (b), de brincar pendurado na posi¢éo vertical (c), e de brincar
pendurado na posicao horizontal (d). As barras correspondem a média, e a linha
vertical ao erro padrdo (N = 40 intervalos de 30 minutos). Os valores foram calculados
com base no numero de observagdes por individuo. Letras distintas em cima das
barras indicam diferenca significativa (P < 0,05) entre os grupos de acordo com o teste
de Kruskal-Wallis.
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Os comportamentos sexuais foram observados com maior frequéncia entre
os machos (Figura 6 a). Em vérias ocasibes, foi observado um dos machos exibir
o comportamento de cheirar e/ou tocar a genitdlia de uma das fémeas. Outro
comportamento sexual observado entre os machos foi o de se masturbar e tocar
sua propria genitalia. Entre as fémeas, a fémea jovem foi a que exibiu com maior
frequéncia comportamentos sexuais (Figura 6 b).

Em ambas as fases de observagéo do presente estudo, o comportamento de
copula entre os individuos do grupo néo foi observado. Em trabalho realizado com
L. lagothricha em vida livre na Colémbia, NISHIMURA (2003) observou a ocorréncia
de copula durante todo o ano, sendo que estas foram mais frequentes no periodo
reprodutivo para esta espécie, que se estende de dezembro a maio.
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Figura 6: Frequéncia observada de comportamentos sexuais de modo geral (a) e de
cocar a genitélia (b). As barras correspondem a média, e a linha vertical ao erro padrao
(N = 40 intervalos de 30 minutos). Os valores foram calculados com base no nimero
de observagdes por individuo. Letras distintas em cima das barras indicam diferenca
significativa entre os grupos (p < 0,05) de acordo com o teste de Kruskal-Wallis.
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RESUMO: O cerrado possui diferentes
fitofisionomias, sendo possivel a ocorréncia de
diversas aves em cada uma delas. A crescente
antropizacdo de areas de vegetacdo nativa
tem provocado um intenso desequilibrio
ecolbgico, pois resultam em fragmentacdo de
ecossistemas e em urbanizacdo desordenada,
afetando populag¢des vegetais e animais. Essas
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transformagcdes sucedem em um ambiente
com caracteristicas proprias: 0 ecossistema
urbano, que apresenta uma diminuicdo na
oferta de abrigo e alimentos para as populagbes
faunisticas. Sendo assim, o objetivo do presente
estudo foi realizar um levantamento das
espécies de aves silvestres ocorrentes dentro
do IF Goiano — Campus Rio Verde. Foram
registradas 89 espécies, distribuidas em 39
familias. Considerando a antropizacdo da area e
o curto periodo de amostragem, a quantidade de
espécies registradas é relativamente alta.
PALAVRAS-CHAVE: Ecossistema, Ecologia,
Ave.

PRELIMINARY SURVEY OF BIRD
DIVERSITY IN INSTITUTO FEDERAL
GOIANO - CAMPUS RIO VERDE

ABSTRACT: The Cerrado has different
phytophysiognomies, and diversity birds. The
growing anthropization of native vegetation areas
has caused an intense ecological imbalance, as
they result in fragmentation of ecosystems and in
disordered urbanization, affecting plantand animal
populations. These transformations take place in
an environment with its own characteristics: the
urban ecosystem, which has a decrease in the
supply of shelter and food for wildlife populations.
Thus, the objective of the present study was to
carry out a survey of wild bird species occurring
within the IF Goiano - Campus Rio Verde. Were
registered 89 species, distributed in 39 families.
Considering the anthropization of the area and
the short sampling period, the number of species
registered is relatively high.
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11 INTRODUGAO

Existem atualmente, cerca de 1901 espécies de aves catalogadas no Brasil,
sendo que 837 sdo encontradas no Cerrado, caracterizando-o como o terceiro
bioma brasileiro mais rico em namero de espécies (MMA, 2015).

Este bioma é um dos mais alterados, decorrente da expansao das fronteiras
agricolas (KLINK & MACHADO, 2005). Essas alteragbes mudam as composi¢des
vegetais e animais, pois ndo permitem o retorno da composi¢éo original. (D’ANGELO
NETO et al., 1998; MARZLUFF & EWING, 2001).

O estado de Goias, localizado no centro do dominio do Cerrado, sendo o
segundo maior dominio brasileiro (PEREIRA & SILVA, 2009), € um forte polo
agropecuario, onde habitats naturais vém sendo substituidos por areas de plantagdes
e/ou pastagens (LARANJEIRAS, 2012). Essas mudancas forcam muitas espécies
de aves silvestres a buscar abrigo, alimentacéo e local para reproducéo em areas
antropizadas (FRANCHIN & MARGAL-JUNIOR, 2004).

Estudos com aves urbanas séo de suma importancia, pois o conhecimento
da composicédo de ecossistemas alterados, assim como os urbanos, pode auxiliar
no entendimento de ecossistemas mais complexos (ARGEL-DE-OLIVEIRA, 1996).

Neste contexto, o presente trabalho teve como objetivo realizar um
levantamento preliminar no Instituto Federal Goiano — Campus Rio Verde, a fim de
registrar a riqueza de espécies e contribuir para futuros estudos de conservacgao e

manejo da avifauna.

21 MATERIAL E METODOS

O estudo foi realizado no Instituto Federal Goiano — Campus Rio Verde
no més de julho de 2015. Foram quatro dias de observagdes, que ocorreram no
periodo matutino, entre 06:00h e 10:00h, e vespertino, entre 16:00h e 18:00h,
totalizando 24 horas de esforco amostral. As aves foram amostradas pelo método
de Transecto, no qual se caminha por trilhas aleatérias registrando as espécies por
meio de visualizagédo e vocalizacdo (CULLEN, 2004). A area de estudo localiza-se
na Rodovia Sul Goiana, Km 01, zona rural. Segundo Koppen, o clima desta regiéo é
do tipo tropical quente e imido, enquadrando-se em AW, varia entre 20° C e 35°C,
caracterizado por duas estagdes climéaticas bem definidas: chuvosa, entre outubro e
marco, e uma pronunciada esta¢do seca, entre abril e setembro, com precipitacdo
média anual de 1600 mm. A vegetacdo original local é composta por Cerrado e
manchas de Floresta Semidecidual (EITEN, 1972).
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31 RESULTADOS E DISCUSSAO

Foram registradas 89 espécies distribuidas em 39 familias (tabela 1), sendo
as de maior destaque Tyrannidae (n=8), Columbidae (n=6), Emberizidae (n=5),
Psittacidae (n=5) e Thraupidae (n=5).

Em um estudo realizado também no IFGoiano - Campus Rio Verde por
NASCIMENTO JUNIOR et. al. (2013), foram registradas 55 espécies distribuidas
em 28 familias. Todas as 28 familias foram novamente registradas.

Familia N° de registros

Accipitridae

Alcedinidae

Anatidae

Apodidae
Ardeidae

Bucconidae

Cariamidae
Cathartidae
Charadriidae

Coerebidae

Columbidae

Cracidae

Cuculidae

Emberizidae

Falconidae

Fringillidae

Furnariidae
Galbulidae

Hirundinidae

ala|lpp|lmlalalpalolma|lala|lala|lw[ala||w

Icteridae

Mimidae

Momotidae

Passerellidae

Passeridae

Picidae

Polioptilidae

Psittacidae

Ramphastidae

Strigidae

Alalpmla|la|lalalalalalo

Thamnophilidae
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Thraupidae

Threskiornithidae

Tinamidae

Trochilidae
Troglodytidae
Turdidae
Tyrannidae

Tytonidae

2|0 |W(=|ND|IND[Ww|O

Vireonidae

Tabela 1: Familias e numero de registros no IFGoiano - Campus Rio Verde.

41 CONCLUSOES

Em funcdo da constante presenca humana dentro do campus e do curto
periodo de tempo, foi registrado um numero relevante de aves. Isso mostra
diretamente que o ambiente possui condi¢bes propicias para a ocorréncia dessas
espécies.
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RESUMO: No Sul do Ceara, ha caréncia de
estudos de fitossociologia em fragmentos de
Cerrado em meio a Caatinga do cristalino.
Assim, visando contribuir para o reconhecimento
e diagnostico dessa vegetagdo, realizou-se
levantamento da flora e estrutura da vegetacgéo
arbérea em mancha localizada em solos
profundos e relevo tabular na Serra do Boqueiréo
(289 m Alt), em Lavras da Mangabeira
(6°72'24” S e 38°97’73” W). Em 12 parcelas de
12x30m (0,432 ha) foram inventariados todos
os individuos com DNS = 3cm, observando-se
altura total. Para observar similaridade floristica
comparou-se, pelo método de Jaccard, outras 10
areas de Cerrado em diferentes regides do Pais.
Foram encontradas 46 espécies distribuidas em
22 familias, num total de 906 individuos, com
DA=2.097,22 ind.ha'. As familias Fabaceae
(20,31%) e Vochysiaceae (19,98%) apresentaram
maior namero de individuos. Qualea parviflora,
Annona leptopetala, Hymenaea stignocarpa,
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Callisthene fasciculata e Anacardium occidentale foram as espécies de maior IVI. O
indice de Shannon (H) para a diversidade alfa foi 3,18, a equabilidade de Pielou (J)
foi 0,83 e o indice de Simpson (C’) foi 0,05. A diversidade beta entre o local estudado
e outras areas de Cerrado (central e disjuntos) foi considerada alta e a estatistica
apontou maior similaridade com Cerrado sensu stricto de tabuleiro litoraneo. Por fim,
os resultados permitem caracterizar a area como reliquia vegetacional, que pela visivel
penetracédo da flora da Caatinga, aliada as modificagdes climaticas, ao desinteresse
na preservacao e aceleracdo do desmatamento pelo antropismo, tende a diminuir,
restringindo-se a area bem menos ampla do que a que abrangeu a regido no passado.
PALAVRAS-CHAVE: Manchas de Cerrado, Lavras da Mangabeira, Serra do
Boqueiréo.

ASPECTS OF PHYTOSOCIOLOGY OF A CERRADO FRAGMENT IN THE
MIDDLE OF CAATINGA DO CRISTALINO, SOUTHERN CEARA

ABSTRACT: There is a lack of studies on phytosociology of Cerrado fragments within
the Caatinga biome, located on the Southern region of Ceara State, associated to the
BrazilianCrystalline Shield geological formation. Thus, contributing to the diagnosis
and knowledge of this plant community, a survey on the general flora and especially
the structure of arboreal vegetation was made. The location studied was a vegetation
spot with deep soil and tabular topography at Serra do Boqueirdo (289 m elev.),
Lavras da Mangabeira municipality (6°72'24” S e 38°97’73” W). Every individual with
DNS = 3cm (total height), within 12 parcels with 12x30 m (0,432 ha) of area was
sampled. The floristic similarity was calculated with the Jaccard index, by comparison
with ten other Brazilian Cerrado areas. Fourty-six species distributed in 22 families
were found, comprising a total of 906 individuals, with DA=2.097,22 ind.ha -1 . The
highest abundance was found within families Fabaceae (20,31% of the individuals)
and Vochysiaceae (19,98%). Qualea parviflora, Annona leptopetala, Hymenaea
stignocarpa, Callisthene fasciculata e Anacardium occidentale were the highest IVI
index species. The calculated biodiversity indexes were: alpha diversity of Shannon
(H’) = 3,18; equitability of Pielou (J’) = 0,83 and dominance of Simpson (C’) = 0,05. A
high beta diversity was found between the study site and other Cerrado areas and the
statistical analysis indicated a higher similarity with the Cerrado sensu stricto of coastal
tabular relief. The results obtained show the area as a vegetation relict, under threat
due to the penetration of Caatinga species, climatic changes, insufficient conservation
efforts and fast anthropic deforestation. As result, this relict area tends to shrink to a
fragment much smaller than it was in the past.

KEYWORDS: Cerrado spots, Lavras da Mangabeira, Serra do Boqueirao.

INTRODUCAO

O Cerrado brasileiro € considerado a savana com maior riqueza em
biodiversidade do mundo (SILVEIRA, 2010). Com mais de 11 mil espécies de
plantas nativas ja catalogadas (KLINK; MACHADO, 2005). Abrange no Brasil uma
area estimada em 2.036.448 quildmetros quadrado (IBGE, 2004).
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A vegetacdo do bioma Cerrado apresenta fisionomias que englobam
formacgbes florestais, savanicas e campestres. Em sentido fisiondmico, floresta
representa areas com predominancia de espécies arbéreas (RIBEIRO; WALTER,
1998; TAVARES, 2017).

O solo, na maior parte, & distrofico com pH &cido e baixa concentracao de
célcio e magnésio disponiveis e alta concentragdo de aluminio trocavel (LOPES;
COX, 1977; NERI et al.,2007). As propriedades do solo, profundidade, fertilidade
e capacidade de drenagem, exercem frequentes influencias para as diferentes
fitofisionomias do Cerrado, tanto quanto, a agcdo humana (PIVELLO; COUTINHO,
1996; NERI et al.,2007).

O Estado do Ceara apresenta 57% do seu territorio coberto por tipologias
consideradas florestais, uma area equivalente a 8,5 milhdes de hectares, tendo a
Caatinga como o seu bioma caracteristico, no qual, representa 88% dessa cobertura
vegetal. O Cerrado apesar de em menor quantidade (0,4%) também participa das
areas de cobertura florestal do estado (MMA,2016).

Freire (2007) conceitua enclaves, como sendo as paisagens que apresentam
configuracgOes diferenciadas em relagdo ao seu entorno, resultante de uma dinamica
prépria, oriunda de fatores naturais, sobretudo biogeogréficos, ao longo do tempo
geologico.

Uma das teorias para a presenca do Cerrado em regides que predominam
outros biomas como: Floresta Amazénia, Caatinga (semiarido brasileiro), Mata
atlantica e florestas acicufoliadas no sul do Brasil, estaria associado a ocorréncia
de reflagios e redutos oriundos de eventos climaticos ocorrido no Quaternario.
(AB’SABER, 1963; COLE, 1986; CARNEIRO-FILHO, 1993; SANTOS et al., 2015).

Os enclaves de Cerrado ocorrentes na regiao sul cearense foram inicialmente
identificados por Figueiredo e Fernandes (1987) e resumem-se a pequenos relevos
sedimentares localizados nos municipios de: Lavras de Mangabeira, Aurora,
Granjeiro, Varzea Alegre, Farias Brito, Cedro, Jucas e sobre a Chapada do Araripe
(FIGUEIREDO 1997; MORO et al., 2015; NEPOMUCENQO et al., 2016).

Conforme Figueiredo e Fernandes (1987), os solos nessa area sao
caracterizados por serem profundos (2m), vermelhos com tonalidades bem
diferenciadas nos horizontes sub superficiais, bem drenados, caracterizando-se
como Podzdlico, que aparece ao lado de outros tipos, na regido, como o Bruno néo
célcico.

Para que se possam executar projetos de conservac¢ao da biodiversidade e
planos de manejo sustentavel &€ necesséario que se conheca a vegetacao da area de
interesse, suas limitacdes e capacidade de resiliéncia (FERRAZ et al., 2013). Xavier
(2009) enfoca que os estudos fitossocioldgicos e floristicos fazem contribui¢cdes

importantes para o conhecimento das formagdes florestais, uma vez que promovem
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um levantamento de riqueza e heterogeneidade das areas amostradas. Para Tavares
(2017), o conhecimento floristico e o fitossociolégico das florestas sdo fundamentais
para a conservagdo destas formacgOes, especialmente para a conservagdo da
biodiversidade, que € um dos maiores desafios da atualidade, devido ao elevado
nivel de perturbagbes antropicas dos ecossistemas naturais existentes no Brasil.
Neste sentido, objetivou-se a andlise dos aspectos da composicéo floristica,
diversidade e fitossociologia de um fragmento de Cerrado localizado na Serra do
Boqueirdo, Lavras da Mangabeira, Ceara, Nordeste do Brasil (regido semiarida)
constituindo-se como o primeiro trabalho a enfocar aspectos estruturais descritivos
e de similaridade da flora da regido. A relevancia desta contribuicdo é evidente
também pelo fato da crescente penetracéo da flora tipica do semiarido brasileiro
(Caatinga) nessa mancha, propiciado pela continua degradagéo do relevo, resultado
das modificagdes climaticas a que vem sendo submetida a area, e que, aliado ao
desinteresse governamental na preservacao, a aceleracao do desmatamento pela
agropecuaria e construcéo civil e a deficiéncia na fiscalizacdo ambiental, acarretam
a supressao da flora de Cerrado, restringindo-se a a&rea bem menos ampla do que a

que abrangeu a regiao no passado.

MATERIAL E METODOS

Area de Estudo

A Serra do Boqueiréo localiza-se no municipio de Lavras da Mangabeira,
(6°72'24” S e 38°97'73” W) (Figura 1), com altimetria variando de 282 a 401m. O
municipio esté localizado na regido semiarida do Nordeste brasileiro, na microrregiao
homénima e na mesorregido do Centro-Sul do Ceara (IBGE,2010). A area situa-
se nas proximidades da Bacia sedimentar de Lavras da Mangabeira, um conjunto
de trés pequenas bacias com uma area aproximada de 60,27 km? O clima é o
Tropical quente semiarido, com duas estagbes bem definidas (de inverno seco e
verdo Umido, (Aw) segundo a classificacdo de Kdppen, apesar do carater transitorio
com o clima semiarido do Nordeste do Brasil (BSh). A média de pluviosidade anual
€ de 908,9 mm (FUNCEME, 2019), com chuvas concentradas de janeiro a abril. A
temperatura média anual é de 26.8 °C (INPE, 2019).
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Figura 1: Localizag&o geografica da Serra do Boqueirdo, Lavras da Mangabeira, Sul do
Ceara.

A regido é intensamente falhada, apresentando os lineamentos de direcéo
Oeste-Leste, convergindo para o lineamento de Patos na Paraiba. A area em
estudo situa-se entre as falhas de Varzea Alegre, Granjeiro e de Cuncas. O
relevo é constituido por superficies dissecadas em cristais estruturais com vales
e interflavios alongados. Os interflavios ja em adiantado processo de dissecagéo
guardam estreitas superficies horizontais, apresentando em suas vertentes, sulcos
paralelos que acompanham geralmente as fraturas (FIGUEIREDO; FERNANDES,
1987).

Suficiéncia amostral

Para se observar a suficiéncia do numero de unidades amostrais, utilizou-
se o procedimento REGRELRP — Regresséo Linear com Resposta em Platd, do
Sistema para Andlises Estatisticas e Genéticas — SAEG verséo 9.1 da Fundacéo
Arthur Bernardes - Universidade Federal de Vigosa — UFV (SAEG, 2007), conforme
adotado por Calixto Junior e Drumond (2011), seguindo a légica da “curva espécie/
area”.

A precisédo da amostragem foi também avaliada através do célculo do erro
padréo. A abrangéncia dessa amostragem foi observada pelo célculo do intervalo de
confianca para os parametros densidade e dominancia, com um limite de erro de 10
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a 95 % de probabilidade, conforme Felfili e Rezende (2003).

Coleta e tratamento de dados

Para caracterizar a vegetacao de Cerrado foi conduzido inventario florestal, e
pelo método das parcelas, proposto por Mueller-Dombois e Ellemberg (1974), foram
lancadas de forma sistematica (com distancia de 100 m), unidades amostrais de 360
m2 (12m x 30m), totalizando 12 parcelas em toda a area (0,432 ha).

Todos os individuos vivos com DNS (Diametro a 30 cm de altura do solo) =3
cm foram mensurados, assim como foram medidas a altura total. Para a mensuragéo
do DNS foi utilizada suta dendrométrica e para a estimativa da altura total, vara
telescopica graduada, conforme Ferraz et al. (2013). Na existéncia de rebroto, foi
mensurado o de maior diametro e estando este dentro dos critérios de incluséo, o
mesmo e os demais rebrotos foram incluidos, conforme sugere Rodal (1992).

A identificacdo do material boténico foi realizada com base em caracteres
morfolégicos florais e vegetativos e com a utilizagcdo de cole¢des botanicas, pela
comparacao de exsicatas coletadas com material catalogado nos Herbario Caririense
Dardano de Andrade-Lima, da Universidade Regional do Cariri (HCDAL-URCA) e
Herbario Prisco Bezerra, da Universidade Federal do Ceara (EAC-UFC), além de
consulta a literatura e especialistas. As espécies foram classificadas em familias de
acordo com o sistema do Angiosperm Phylogeny Group IV (APG 1V, 2016) e a grafia
dos taxons foi conferida nos bancos do Missouri Botanical Garden (2011) e Flora do
Brasil 2020 (2019).

Analise fitossociolégica

Para a obtencdo dos parametros fitossociol6gicos utilizou-se o software
Fitopac 2.1.2 (SHEPHERD, 2010), que possibilitou a analise de parametros gerais
da comunidade: densidade total, area basal, alturas e didmetros; e paréametros
relativos as espécies: densidade absoluta (DA) e relativa (DR), frequéncia absoluta
(FA) e relativa (FR), dominéncia absoluta (DoA) e relativa (DoR), indice de valor de
cobertura (IVC) e indice de valor de importancia (IVI).

Para analise da diversidade alfa, relativo a abundancia e nimero das espécies
na comunidade, foram calculados o indice de diversidade de Shannon-Weaver (H),
em base logaritmica neperiana e o indice de concentragdo de Simpson (C). O
indice de equitabilidade de Pielou (J), também foi avaliado, permitindo representar
a uniformidade da distribuicdo dos individuos entre todas as espécies existentes
(MAGURRAN, 1988).
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Analise de similaridade

Com o objetivo de identificar a similaridade floristica da area estudada com
outros levantamentos realizados em areas de Cerrado (disjuntas ou Cerrado central)
foi elaborada uma matriz de presencga/auséncia de espécies citadas em outros 10
levantamentos realizados em oito Estados brasileiros: Saporetti-Junior et al. (2003)
no municipio de Abaeté, Minas Gerais; Silva-Neto et al. (2016), municipio de Dueré,
Tocantins; Assungao e Felfili (2004) na APA do Paranod, Distrito Federal; Finger e
Finger (2015) na Chapada dos Guimarées e Baixada Cuiabana, Mato Grosso; Moro
et al. (2011) no municipio de Fortaleza, Ceara; Medeiros et al. (2008), no municipio
de Carolina, Maranhao; Oliveira et al. (2015), municipio de Jaborandi, oeste da
Bahia; Imafna-Encinas et al. (2007) em area do EcoMuseu do Cerrado, Pirinopolis,
Goias; Costa e Araujo (2007) na Chapada do Araripe, Barbalha, Ceara e Neri et al.
(2007) na Bacia do rio Jequitinhonha, Minas Gerais.

Todas as listagens tiveram sinonimias eliminadas por meio do software
do indice de espécies do Royal Botanic Garden. A comparacéo foi feita por meio
do indice de similaridade de Jaccard (J) que expressa a semelhanca entre os
ambientes baseando-se no niUmero de espécies comuns. A matriz de similaridade
floristica resultante foi utilizada na analise de agrupamentos pelo método de médias
aritméticas ndo ponderadas (UPGMA) e pela geragdo de um dendrograma (Sneath;
Sokal, 1973), utilizando-se a distancia euclidiana como medida de dissimilaridade,
através do software PAST v. 3.23 1999-2019 (HAMMER et al., 2001).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Suficiéncia amostral

Na determinacédo da suficiéncia amostral por regressao linear com resposta
em platd (Figura 2), foi considerado o nUmero de pontos minimos a serem amostrados
e o ponto onde ha a intersec¢éo da parte linear crescente com a parte em forma
de plat6. Foi observado que a interseccdo se deu a partir da nona parcela (com
3.240 m? de area amostrada) com 78% das espécies amostradas, e nas trés Gltimas
parcelas nao houve novidade de ocorréncia de espécies, considerando-se, com isto,
que a amostragem realizada para a area foi considerada suficiente.
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Figura 2:Representagéo gréfica da suficiéncia amostral no fragmento de Cerrado, Serra
do Boqueirdo, Lavras da Mangabeira, Ceara.

O inventério, que apontou 906 individuos arboreos, gerou uma estimativa
de densidade absoluta de 2.097,22 ind.ha' (IC = + 202,67 ind.ha') a 95% de
probabilidade e erro padréo de 6,16% e de area basal (dominancia) de 5,17 m2
ha' (IC = £ 6,93 m2 ha') a 95% de probabilidade e erro padrdo de 8,09%. Estes
valores corroboram para que a preciséo da amostragem seja considerada adequada
e abrangente para a estimativa das variaveis quantitativas (FELFILLI; REZENDE,
2003).

Composicao floristica e diversidade

Os individuos amostrados pertencem a 46 espécies e estao distribuidos
em 43 géneros e 22 familias botanicas (Tabela 1). As familias com maior riqueza
de espécies no inventario foram: Fabaceae (11), Bignoniaceae (4), Malvaceae
(4), Rubiaceae (3) e Salicaceae (3), o que corresponde a 54,3% do total de
espécies amostradas. Outras quatro familias apresentaram duas espécies e treze
familias, apenas individuos de uma espécie. Fabaceae detém 23,9% das espécies
encontradas.

Assim como em grande parte das florestas neotropicais, nota-se a elevada
riqueza da familia Fabaceae (MATOS; FELFILI, 2010). Para Cordeiro (2002) o
sucesso representativo das Fabaceae no Cerrado esté associado a capacidade de
fixacdo simbidtica de nitrogénio, o que lhes confere adaptacdo em condicdes de
desequilibrios.

Conforme Pereira et al. (2011), na vegetacdo de Cerrado stricto sensu, as
familias com maiores representacbes em riqueza de espécies sdo: Fabaceae,
Malvaceae, Anacardiaceae, Apocynaceae e Bignoniaceae, sendo que a riqueza de
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cada familia é variavel em cada localidade, e normalmente, a soma do nimero das

espécies ultrapassa 50% do total por hectare, 0 que corrobora com os resultados

deste trabalho. Mendonga et al. (2008) afirmam ser frequente a presenca das familias

Vochysiaceae e Fabaceae, além de Myrtaceae nos cerrados no Brasil central.

Familia Espécie Nome Comum Dominio Voucher
Anacardiaceae  Anacardium occidentale var. Cajui Cer 13.690
microcarpum Cer 13.691
Astronium fraxinifolium Schott Gongalo-Alves
Annonaceae Annona leptopetala (R.E.Fr.) Bananinha Cer 13.492
H.Rainer
Apocynaceae Aspidosperma cuspa (Kunth) Pereiro-branco Cer -
S.F.Blake
Aspidosperma pyrifolium var. Pereiro-preto Caa 13.531
molle (Mart.) Mull.Arg.
Bignoniaceae Cuspidaria argentea (Wawra) Cipo6-rosa Cer 13.466
Sandwith
Handroanthus impetiginosus Ipé-roxo Cer 13.541
(Mart. ex DC.) Mattos
Tabebuia aurea (Silva Manso) Craibeira Cer 13.612
Benth & Hook.f. ex S. Moore
Jacaranda caroba (Vell.) DC. Caroba-boca-de- Cer 13.464
sapo
Bixaceae Cochlospermum vitifolium (Willd.) Pacoté Caa 13.652
Spreng.
Burseraceae Commiphora leptophloeos Umburana-de- Caa 13.495
(Mart.) J.B.Gillett cambao
Cactaceae Cereus jamacaru DC. Mandacaru Caa -
Combretaceae = Combretum glaucocarpum Mart.  Sipauba Caa 13.535
Combretum leprosum Mart.
Mofumbo Caa -
Dilleniaceae Curatella americana L. Lixeira Cer 13.688
Euphorbiaceae Croton jacobinensis Baill. Marmeleiro Caa 13.497
Fabaceae Dabhlstedria araripensis (Benth.)  Angelim Cer 13.693
Amburana cearensis (Allemao) Umburana-de-
A.C.Sm. cheiro Caa -
Dalbergia cearenses Ducke Violete Caa
Plathymenia reticulata Benth. Pau-amarelo Cer
Luetzelburgia auriculata -
(Allemao) Ducke Pau-mocé Caa
Hymenaea stigonocarpa Mart. Jatoba-de-veado Cer 13.692
ex Hayne Pata-de-vaca Caa
Baubhinia sp. Pau-ferro Caa 13.651
Libidibia ferrea (Mart. ex Tul.) Coragao-de- Cer 13.647
L.P.Queiroz negro -
Machaerium acutifolium Vogel Jurema-preta Caa 13.611
Mimosa tenuiflora (Willd.) Poir. -
Vatairea macrocarpa (Benth.) Amargoso Cer -
Ducke -
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Lythraceae Lafoensia vandelliana Cham. & Roma-brava Cer 13.584
Schldt. Subsp. vandelliana
Malpighiaceae = Byrsonima gardneriana A. Juss. Murici Cer 13.493
Malvaceae Helicteres macropetala A. St.-Hil.  Saca-rolha Cer 13.557
Luehea candicans Mart. & Zucc.
Luehea paniculata Mart. & Zucc.  Acoita-cavalo1 Cer 13.556
Pseudobombax marginatum
(A.St.-Hil., Juss. & Cambess.) Acoita-cavalo2 Cer 54.641*
A.Robyns
Embiratanha Caa -
Moraceae Brosimun gaudichaudii Trécul Inharé Cer 13.689
Myrtaceae Psidium myrsinites DC. Aracéa-bravo Cer 13.537
Olacaceae Ximenia americana L. Ameixa Caa -
Rubiaceae Coutarea hexandra (Jacq.) Quina-Quina Cer 54.746*
K.Schum.
Guettarda viburnoides Veludo-branco Cer 13.491
Cham. & Schitdl.
Tocoyena formosa (Cham. & Jenipapo Cer 13.483
Schltdl.) K.Schum.
Rutaceae Zanthoxylum sp. Laranjinha Cer -
Salicaceae Laetia sp. Pau-piranha Caa 13.467
Prockia crucis P. Browne ex L. Farinha-seca Cer 54.741%
Xylosma ciliatifolia (Clos) Eichler -
Espinho-de- Cer
judeu
Simaroubaceae Simarouba amara Aubl. Pau-Paraiba Cer 13.648
Vochysiaceae Qualea parviflora Mart. Pau-terra Cer 13.463
Callisthene fasciculata Mart. Carvoeiro Cer 13.462

Tabela 1: Composicao floristica de um fragmento de Cerrado, Serra do Boqueirao,

Lavras da Mangabeira, Nordeste do Brasil.

Onde: *Espécies identificadas no Herbario Prisco Bezerra (EAC), Universidade Federal
do Ceara — UFC. Cer = Cerrado; Caa = Caatinga.

Estudos realizados na Chapada do Araripe, no Cearéa (a cerca de 50 km em
linha reta ao Sul do local da amostragem) em area de Cerrado s.s. (municipio de
Barbalha), por Costa e Araujo (2007), e por Bezerra (2018) em area de Cerradédo no
municipio de Crato, apontaram pararesultados semelhantes sobre representatividade
das familias e nimeros de taxons. Outros trabalhos realizados em areas de Cerrado
em diferentes regides do Brasil corroboram com estes resultados: Medeiros et
al. (2008), Lemos et al. (2013) e Oliveira et al., (2015) em areas de Cerrado no
Nordeste; Saporetti-Junior et al. (2003); Assuncao e Felfili (2004), Matos e Felfili
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(2010) e Oestreich-Filho (2014) em Cerrado central do Brasil.

Acerca do numero de individuos, as sete familias melhor representadas
correspondem a 80,3% do total de individuos amostrados, estando assim
distribuidos: Fabaceae (20,3%), Vochysiaceae (19,9%) Anacardiaceae (11,1%),
Annonaceae (9,6%), Bignoniaceae (6,7%), Rubiaceae (6,6%) e Myrtaceae (6,1%).
As demais familias obtiveram valores abaixo de 5% em ndmero de individuos.
Resultados semelhantes foram obtidos por Gentry et al. (1997) e Mendonga et
al. (1998), que evidenciaram ser Fabaceae e Vochysiaceae as familias de maior
representacdo em numero de individuos nos Cerrados do Brasil central. Estes
resultados compactuam com a tendéncia de poucas familias prevalecerem sobre as
demais nas fitofisionomias de Cerrado s.s. no Brasil (SAMPAIO et al., 2018).

O sucesso de Vochysiaceae pode estar fortemente associado a capacidade
de acumulagéo de aluminio por parte de algumas das suas espécies (HARIDASAN,
2000; MEWS et al., 2011), o que também configura vantagem competitiva em
solos distroficos com baixa saturagdo de bases trocaveis, baixa capacidade de
troca catidnica, alta acidez e altas concentracées de Al no perfil, como é o caso
da maioria dos solos no bioma Cerrado. Além disso, muitas espécies das referidas
familias tém estratégias reprodutivas bem adaptadas as condi¢cbes climatoldgicas
do Cerrado, apresentando dispersdo das sementes no inicio da estacao chuvosa,
boa germinagéo e auséncia de dorméncia nas sementes (OLIVEIRA, 2008).

A diversidade alfa, medida pelo indice de diversidade de Shannon-Weaver
(H’) foi de 3,18; a Equabilidade de Pielou (J) foi de 0,83 e o indice de concentracao
de Simpson (C) foi de 0,05. Esses valores sugerem alta riqueza de espécies
(diversidade alfa elevada), alta uniformidade no tamanho das popula¢des e baixa
concentracdo de espécies. De acordo com Saporetti Jr. et al. (2003), valores de H’
acima de 3,11 apontam para formagbes vegetais bem conservadas. Teoricamente,
esse valor de J’sugere que seria necessario o incremento de apenas mais 17% de
espécies para que fosse atingida a diversidade maxima da comunidade, conforme
Brower et al. (1998).

Resultados mais aproximados aos deste trabalho foram apontados por Silva-
Neto et al. (2016) em que valores de H’ e J’ foram 3,21 e 0,86, respectivamente,
em area de Cerrado s.s. no Estado do Tocantins, regido central do Brasil. E
possivel observar, neste caso, a heterogeneidade floristica do componente arbéreo
considerada alta, seguida de baixa dominéncia ecolégica.

A diversidade alfa na mancha de Cerrado na Serra do Boqueirdo &
considerada elevada quando comparada com areas de Caatinga do Nordeste do
Brasil, nas quais os indices de Shannon variam de 1,10 a 3,09 (CALIXTO JUNIOR;
DRUMOND, 2014). Medeiros et al. (2008) aponta os valores do indice de Shannon
entre 3,11 e 3,62 como sendo representativos de diversas areas de Cerrado Central
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nos Estados de Mato Grosso, Minas Gerais, Goias e no Distrito Federal.

A presenca de espécies raras ndo € muito evidenciada, ja que apenas duas
(Prockia crucis e Luetzelbugia auriculata) ocorreram de forma isolada (apenas
um individuo encontrado) e outras quatro (Coutarea hexandra, Pseudobombax
marginatum, Helicteres macropetala e Mimosa tenuiflora) apresentaram dois
individuos, apenas. Treze espécies (28,2%) sao representadas por cinco ou menos
individuos.

P. crucis e H. macropetala sao citadas em levantamentos fitossocioldégicos no
Sul do Ceara pela primeira vez neste trabalho.

Das espécies amostradas, 30 (65,2%) séo tipicas de ambientes de Cerrado.
As demais (34,8%) sdo espécies caracteristicas de Caatinga que ja adentram ao
enclave, e com essa intromissdo, competem com as espécies de Cerrado, sem
ainda chegar, no entanto, a mascarar a fisionomia, conforme o que foi observado por
Figueiredo e Fernandes (1987). Pseudobombax marginatum e Mimosa tenuiflora,
juntamente a outras 14 espécies tipicas de ambientes de Caatinga correspondem a
8,6% do numero de individuos inventariados. Dentre estas, Aspidosperma pyrifolium
(12 espécimes), Ximenia americana (8)e Amburana cearensis (6), se destacam.

Destaca-se ainda a presenga de 11 individuos de Curatella americana
(lixeira ou simbaiba), abundante no Cerrado central brasileiro, mas ausente em
levantamentos no Cerrado s.s. da Chapada do Araripe (Costa; Araljo, 2007) ou
ocorrente com baixa frequéncia em vegetagdo savanica sobre tabuleiros pré-
litorAneos em Fortaleza, Ceara (Moro; Castro, Aradjo, 2011). A espécie, pelo seu
desempenho e potencial adaptativo, pode ser considerada colonizadora ou, mesmo,
nucleadora em areas savanicas (WINTERHALDER, 1996; REIS, 2010; CALGARO
et al, 2015), e pelas adaptagbes ao fogo, como caule fendilhado e folhas largas, é
exemplo tipico de um recobrimento fisionbmico maior que abrangeu essa area de
forma bem mais ampla, ficando hoje apenas essa reliquia vegetacional. Conforme
Figueiredo e Fernandes (1987), este fato é evidenciado pela evolugcéo global da
paisagem, notadamente no que se refere a estrutura superficial e aos solos. O
intemperismo profundo, ocorrente em pleno semiérido, confirma a ocorréncia de
condigbes climaticas diferentes das atuais, que possibilitaram o desenvolvimento do
perfil fitogeografico na Serra do Boqueiréo e outras 4reas que se ora se apresentam
sob as condi¢cbes de manchas.

A ocorréncia de C. hexandra (quina-quina), outra espécie rara e de alto valor
terapéutico, faz intensificar a relevancia de estudos como este, ja que espécies
como esta tem sido historicamente dizimadas, da mesma forma em que o fragmento
em questdo, que vem sendo modificado, além das modificacdes climaticas, por
acoes antrdpicas como a construgdo civil (loteamentos), aliadas a o desinteresse

na preservacao e aceleracdo do desmatamento, ambas observadas em localidades
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na Serra do Boqueirdo, o que afeta a resisténcia e resiliéncia dessa comunidade
vegetal em forma de reliquia.

Castro et al. (1998), advertem sobre a falta de conhecimento do patriménio
floristico do Cerrado, citando-a como um problema, que pode interferir de forma
negativa na oferta de variabilidade genética para as futuras geragdes, além disso,
aponta que a fitodiversidade e a arquitetura compartimentada do dominio Cerrado,
dificulta a extrapolagédo dos resultados alcangados pelos levantamentos floristicos
quantitativos.

Analise dos parametros fitossociologicos

Os valores de area basal total e densidade absoluta total foram de 5,17 m?%
ha' e 2.097,22 ind./ha’, respectivamente. Valores proximos foram encontrados por
Felfili et al. (1997), que ao comparar 11 areas nas Chapadas da Pratinha e dos
Veadeiros (Cerrado central do Brasil), apontaram valores de area basal entre 5,8 e
11,3 m?/ha'. No entanto, o valor da area basal apresentado neste trabalho diverge
do encontrado por Costa e Araujo (2007) na Chapada do Araripe (Barbalha, Ceara),
que foi de 19,2 m?/ha’, apesar da convergéncia no valor da densidade absoluta
(2.224 m?/ha™). Isto se da em face de diferengas pedologicas e de altitude, ja que a
Chapada do Araripe apresenta uma comunidade arborea que configura um quadro
fisiondbmico com aspecto de Cerraddo, ocorrente em areas com altimetria mais
elevada, com cerca de 950 m, aliado a solos profundos e arenosos. Espécies como
o Pequi (Caryocar coriaceum Wittm.) e o Visgueiro (Parkia platycephala Benth), por
exemplo, que apresentam altos valores de area basal quando adultos, dominando
0s ambientes em que se concentram, estdo presentes em abundancia no Cerradao
da Chapada do Araripe, mas ndo sobrevivem sob as condi¢des reinantes nos topos
tabulares de menor altitude da Serra do Boqueirdo, suportando as altas temperaturas
que a circunda, com regimes pluviométricos menores.

Medeiros et al. (2008) apresentaram valor de area basal total de 6,8 m%
ha' em trabalho realizado em area considerada como Cerrado ralo no Estado do
Maranhao, Nordeste do Brasil, assemelhando-se, por este critério, ao da Serra do
Boqueirdo em Lavras da Mangabeira.

Adensidade e a area basal em diferentes comunidades de Cerrado é bastante
variada, desde 664 até 8.135 individuos por hectare e areas basais desde 4,73 m?/
ha até 42,19 m%ha (Costa;Aradjo, 2007; Moro; Castro; Araujo, 2011). Isso se deve
a grande variacao fisiondmica do Cerrado sensu lato, desde ambientes florestais
(cerradao) até campestres (campo limpo) (Gottsberger; Silberbauer-Gottsberger,
2006; Ribeiro; Walter, 2008). Fisionomias intermediarias (savanicas) sdo aquelas
designadas como cerrado sensu stricto (Ribeiro; Walter, 2008) e a densidade e
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area basal da comunidade estudada se enquadram naquela registrada para outras
areas de cerrado sensu stricto (Felfili et al. 2002; Fidelis; Godoy, 2003; Moro, Castro,
Araujo, 2011).

As espécies com maiores indices de valor de importancia (IVI) foram: A.
occidentale, Q. parviflora, H. stgnocarpa, C. fasciculata e A. leptopetala (Tabela 2).
Resultado semelhante foi obtido por Sampaio et al. (2018) em area de Cerrado
sensu stricto na bacia do rio Parnaiba, Nordeste brasileiro, em que Qualea parviflora
foi a espécie de maior IVI.

Vinte e duas espécies apresentaram valores de IVl menores que 3,8%,
namero que representa menos de 10% do valor maximo observado (38,29%), o
que indica que essas espécies sao pouco comuns na area estudada, sendo que
50% destas, sdo caracteristicas de Caatinga, adentrando ao fragmento como
competidoras.

Neste trabalho, Q. parviflora foi a espécie mais abundante, seguida de A.
leptopetala, H. stgnocarpa e C. fasciculata. Dentre estas, nota-se duas espécies de
Vochysiaceae, familia de ocorréncia predominante em Cerrado e inexistente nos
levantamentos realizados em flora da Caatinga, entre as quatro mais representativas
(em numeros de individuos) da flora amostrada. Outra espécie de grande ocorréncia,
o Cajui (Anacardium occidentale) é apontada como das de maior IVl apenas no
trabalho de Moro, Aradjo e Castro (2011) em outros levantamentos de Cerrado no
Nordeste, o que pode ser reflexo da escassez de descrigbes fitossociologicas em
areas marginais de Cerrados no Ceara ou ocorrer pela mescla de fatores ambientais
como a constituicdo dos solos, a pluviometria e a altitude caracteristicos da Serra
do Boqueirdo. No entanto, a referida espécie é considerada comum em formacdes
savanicas (Ratter et al. 2003), principalmente na porgédo norte-nordeste do bioma
Cerrado, onde ocorre abundantemente (CASTRO et al. 1998, OLIVEIRA-FILHO,
2006; MATOS; FELIFILI, 2010).

Espécies N DA DR FA° FR DoA DoR IvC \Y|
A. occidentale 71 1644 7,84 91,67 531 3,01 2514 32,98 38,29
Q. parviflora 103 2384 11,37 66,67 3,86 1,04 8,66 20,02 23,89
H. stignocarpa 85 1968 9,38 3333 1,93 1,29 10,75 20,13 22,07
C. fasciculata 78 180,6 8,61 91,67 531 0,66 55 141 19,42
A. leptopetala 87 201,44 96 8333 483 042 348 13,08 17,91
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G. virbunoides 54 125 596 5833 338 06 498 1094 14,32

P. myrsinites 56 1296 6,18 75,00 4,35 0,24 2,04 822 12,57
A. fraxinifolium 30 694 331 91,67 531 042 35 681 12,13
D. cearensis 19 44 21 9167 531 045 3,73 583 11,15
D. araripensis 15 34,7 1,66 5833 3,38 066 5,51 7,17 10,55
H. impetiginosus 27 625 298 8333 483 028 235 533 10,16
P. reticulata 26 602 287 5000 29 039 329 6,16 9,06
A. cuspa 29 67,1 32 6667 386 0,1 0,8 4 7,86
C. argentea 19 44 2,1 8333 4,83 0,08 0,7 2,79 7,63
B. gaudichaudii 20 463 221 3333 193 039 329 549 7,43
C. americana 11 255 121 2500 1,45 038 3,13 434 5,79
T. aurea 15 34,7 1,66 2500 1,45 0,21 1,77 3,42 4,87
A. pyrifolium 12 278 1,32 50,00 29 006 053 1,86 4,76
B. crassifolia 12 278 1,32 41,67 242 006 053 1,86 4,27
L. replicata 20 463 221 16,67 097 008 065 286 3,82
X. americana 7 16,2 0,77 4167 242 0,02 0,17 094 3,36
C. vitifolium 5 116 055 3333 193 0,09 0,76 1,31 3,24
M. acutifolium 7 162 0,77 16,67 097 0,17 1,45 222 3,19
Zanthoxylum sp. 6 139 066 3333 193 0,07 059 1,25 3,18
C. glaucocarpum 5 11,6 0,55 2500 1,45 0,12 1,04 1,59 3,04
A. cearensis 6 139 066 3333 1,93 0,05 04 1,06 2,99
C. jamacaru 5 11,6 055 2500 1,45 0,1 084 1,39 2,84
J. caroba 6 139 066 2500 1,45 0,06 05 1,16 2,61
V. macrocarpa 8 185 0,88 16,67 0,97 0,07 0,6 1,48 2,45
L. paniculata 4 93 044 2500 1,45 0,06 0,51 0,95 2,4
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Laetia sp. 4 93 044 2500 1,45 0,06 046 0,9 2,35

L. candicans 8 185 0,88 16,67 097 0,04 0,35 1,23 2,2
C. leptopholeos 3 69 033 2500 1,45 0,04 0,29 0,63 2,08
Xylosma sp. 5 116 055 16,67 097 0,04 0,32 0,87 1,84
C. jacobinensis 5 116 055 16,67 097 0,02 0,18 0,73 1,7
L. ferrea 4 93 044 16,67 097 0,03 0,28 0,72 1,68
Bauhinia sp. 5 116 055 1667 097 0,02 0,15 0,7 1,66
C. leprosum 4 93 044 16,67 097 0,02 0,16 0,6 1,57
T. formosa 4 93 044 16,67 097 0,01 0,11 0,55 1,52
S. amara 6 13,9 0,66 8,33 0,48 0,02 0,19 0,85 1,33
C. hexandra 2 46 022 16,67 0,97 0 0,04 0,26 1,22
P. marginatum 2 46 022 8,33 0,48 0,01 0,1 0,32 0,8
H. macropetala 2 46 0,22 8,33 0,48 0,01 0,06 0,28 0,77
M. tenuiflora 2 46 022 8,33 0,48 0 0,04 0,26 0,75
L. auriculata 1 23 01 8,33 0,48 0,01 0,05 0,16 0,65
P. crucis 1 23 0,11 8,33 0,48 0 0,04 0,15 0,63

Tabela 2: Pardmetros fitossocioldgicos do fragmento de Cerrado na Serra do
Boqueiréo, Lavras da Mangabeira, Nordeste do Brasil. Valores decrescentes pelo
indice de Valor de Importancia (IVC), onde: N = Niimero de individuos; DA = Densidade
Absoluta; FA = Frequéncia Absoluta; DoA = Dominancia Absoluta; DR = Densidade
Relativa (%); FR = Frequéncia Relativa (%); DoR = Dominancia Relativa (%); IVC =
indice de Valor de Cobertura e IVI = indice de Valor de Importancia.

Distribuicao diamétrica e hipsométrica

Observando a distribuicdo dos individuos por classes de diametro, o
grafico que representa a comunidade estudada apresentou forma de “J-reverso”
(exponencial negativo) estando constituido, em sua maioria, por arvores jovens,
com 68,1% com diametros menores ou iguais a 8cm (Figura 3). O valor de diametro
médio foi de 7,26cm. O didametro maximo encontrado foi de 36,3cm em um individuo

de A. occidentale (espécie de maior dominancia na area).
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Figura 3: Distribuicdo dos individuos por classe de didmetro em um fragmento de
Cerrado em Lavras da Mangabeira, Nordeste do Brasil.

Os dados corroboram com os resultados obtidos por Assuncéo e Felfili (2004)
em area de Cerrado sensu stricto no Distrito Federal, em que foi também observada
a distribuicdo diamétrica na forma de “J-invertido”, assim como em levantamento
feito por Ferreira et al. (2015) em Cerrado sensu stricto no Estado do Tocantins,
com 75% dos individuos jovens de didmetros inferiores a 12 cm. O modelo de
distribuicdo de classes de diametro no padréo “J-invertido” sugere que a area é auto
regenerativa (ASSUNCAQ; FELFILI, 2004; FERREIRA et al., 2015; CERQUEIRA et
al., 2017). A presenca de muitos individuos jovens, com diametros inferiores a 8cm,
aponta que a area estudada na Serra do Boqueirdo sofreu perturbagdes, podendo
estar em estagio de recuperagéo, o que reforca a necessidade de preservagéao.
No entanto, cabe destacar, que a possibilidade de auto regeneragédo contrasta
com a crescente intervengdo antropica a qual vem sofrendo a area, junto a fatores
climaticos e edaficos que dificultam o desenvolvimento desse fragmento.

Conforme Marangon et al. (2008), através do estudo da estrutura vertical é
possivel analisar o estagio de desenvolvimento das formagdes florestais, baseando-
se na distribuicdo dos individuos nos diferentes niveis de classes de altura,
juntamente com os dados obtidos nas classes diamétricas.

Na distribuicdo em classes de altura (Figura 4), a maior concentracédo de
individuos esta nas classes intermediarias, o que corresponde a 68,3% do total.
A classe 2 (De 5 a 7,9m de altura) representa, isoladamente, 45,3% de todos os
individuos do levantamento. No entanto, 120 individuos (13%) apresentam altura
superior a 11m, o que configura semelhanga com estrato arbéreo de Cerradao.

Foi evidenciada semelhanca entre os dados das classes de diametro e altura,
neste estudo, com os resultados obtidos por Ferreira et al. (2015), em levantamento
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realizado em Cerrado sensu stricto em Gurupi, Tocantins, onde a média de altura
foi 7,31m. Esses dados corroboram também com os encontrados por Assungéo e
Felfili (2004), em estudo feito na APA do lago Parano4, Brasilia e sugerem que o
fragmento de Cerrado na Serra do Boqueirdo pode estar em processo de transi¢cdo
fitofisiondmica.

A maior altura observada foi de 17m em alguns individuos de D. araripensis
(angelim). A média total hipsométrica foi de 7,15m, valor esse, que se aproxima do
critério de inclusao que classifica as formacoes florestais pertencentes ao dominio
Cerrado, que é de 8 metros (Ferreira et al.,2015).

Analise de similaridade

Conforme Magurran (1988), a diversidade beta ou diversidade entre habitats
se relaciona com as diferengas na composicao de espécies e suas abundancias
entre comunidades, o que reflete a dissimilaridade floristica (Matos; Felfili, 2010).

Os indices de similaridade floristica (matriz de Jaccard) calculados entre a
area de estudo e outras dez areas de Cerrado em diferentes regides do Brasil estao
expressos na Tabela 3 e apontam para alta heterogeneidade entre as areas, como
baixos valores de similaridade floristica, o que representa alta diversidade beta entre
a area em estudo e as demais analisadas.

Conforme Kent e Coker (1992), valores de indices de comparag¢édo maiores ou
iguais a 0,5 apontam para alta similaridade. Com isto, afirma-se que a similaridade
observada entre as areas pelo indice de Jaccard é considerada baixa.
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Figura 4: Distribuicao dos individuos por classe de altura em um fragmento de Cerrado
em Lavras da Mangabeira, Nordeste do Brasil.
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A B C D E F G H | J K

A 1

B 0,0737 1

Cc 0,08 0,1764 1

D 0,0652 0,2752 0,2428 1

E 0,1153 0,2517 10,2407 0,2177 1

F 0,525 0,1263 0,0961 0,0882 0,0901 1

G 0,1408 0,1650 0,2280 0,1917 0,2407 0,1632 1

H 0,0987 0,2549 0,3220 10,4179 0,2792 0,1206 0,2187 1

I 00416 0,2127 0,2075 0,1095 10,1743 0,1333 0,1428 0,0909 1

J 0,296 0,0989 0,0869 0,1551 0,0961 0,0882 0,1363 0,1153 0,0101 1

k 00816 04646 0,1728 0,3827 0,2230 0,0789 0,1728 0,3205 0,1558 0,1363 1

Tabela 3. Matriz de similaridade de Jaccard de onze areas de Cerrado consideradas
em diferentes regiées do Brasil.

Os indices de comparacao entre o Cerrado da Serra do Boqueiréo e outras
10 areas variaram de 0,0416 (Cerrado s.s. em Pirinopolis, Estado de Goias) a
0,1525 (zona urbana do municipio de Fortaleza, Ceara), apontando, portanto,
maior similaridade com mancha de vegetac@o savanica em tabuleiro pré-litoraneo
no Estado do Ceara, com precipitacdo média anual de 1.338 mm (Tabela 4). Na
comparacao com a outra area no Estado do Ceara, Cerrado s.s. da Chapada do
Araripe, em Barbalha (h&a cerca de 50 Km em linha reta, do local deste estudo),
observou-se a terceira maior similaridade da analise (0,1296), valor inferior ao
comparado com Cerrado s.s. em Carolina, Sul do Estado do Maranhéao.

A baixa similaridade floristica evidenciada neste trabalho entre areas
préximas geograficamente, assim como éareas mais distantes, corrobora com
a existéncia de padrdes fitogeograficos baseados na distribuicdo das espécies.
As diferencas observadas sugerem que as espécies das florestas tropicais
se caracterizam por se distribuirem espacialmente em mosaicos e mesmo as
comunidades situadas em areas prdéximas apresentam-se floristica e estruturalmente
diferenciadas, o que corrobora com resultados de trabalhos que relatam a alta
diversidade da flora das areas tropicais, como o Cerrado brasileiro (Ferreira-Junior
et al. 2008).
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Area NE NF AM/ha IPA/mm Alt,/m Cl/cm DA m%ha

A 46 22 0,43 904 289 DNS=3 2097
B 85 44 0,30 1.400 480 CAS=10 4463
C 41 21 0,20 1.500 a 1.600 329 CAPz15 -
D 54 30 1,00 1.400 a 1.450 1050 DNS=5 882
E 114 36 3,28 -- 500 DNS=5 1740
F 37 24 1,00 1.338 16 PNS=9 1218
G 53 25 1,00 1.718 150 DNS=5 -
H 58 24 2,00 1059 918 DNS=z5 1027
| 83 38 0,40 1.500 810 DAP=5 1855
J 43 28 0,08 760 900 DNS=3 2224
91 38 0,60 1059 918 CAS=z10 6476

Tabela 4: Variaveis floristico/ambientais entre 11 areas (A-K) de Cerrado localizadas
nas regides Nordeste, Centro-oeste e Sudeste do Brasil.

Onde: A = Serra do Boqueirdo, Sul do Estado do Ceara (este trabalho); B = Saporetti-
Junior et al. (2003), municipio de Abaeté, Estado de Minas Gerais; C = Silva-Neto et
al. (2016), municipio de Dueré, Estado do Tocantins; D = Assunc¢ao; Felfili (2004) na

APA do Paranoa, Distrito Federal; E = Finger; Finger (2015), Chapada dos Guimaraes
e Baixada Cuiabana, Estado do Mato Grosso; F = Moro et al. (2011) na zona urbana

de Fortaleza, Ceara; G = Medeiros et al. (2008), municipio de Carolina, Estado do
Maranhao; H = Oliveira et al. (2015), municipio de Jaborandi, oeste do Estado da

Bahia; | = Imafia-Encinas et al. (2007) em area do EcoMuseu do Cerrado, Pirinopolis,
Estado de Goias; J = Costa; Araujo (2007), Chapada do Araripe, Barbalha, Estado do
Ceara; K = Neri et al. (2007) na bacia do rio Jequitinhonha, Estado de Minas Gerais.

Onde: NE = Namero de espécies; NF = Nimero de familias; AM = Area amostral; IPA =
indice de Pluviosidade Anual; Alt. = Altitude; CI = Critério de Inclusdo e DA = Densidade
absoluta total.

A analise do diagrama de distdncia de ligacdo representado na Figura
5 aponta a formacdo de dois grupos, dependentes da localizagcdo das areas,
constatando-se, desta forma, que houve relagcéo entre a localizagdo geografica das
areas e a formacgao dos grupos. O primeiro grupo foi formado por areas do Estado
do Ceara (municipios de Fortaleza - F, Barbalha - J e Lavras da Mangabeira - A).
O segundo grupo foi formado por areas localizadas em outros sete Estados do
Pais, embora, facam parte da grande formacédo do Cerrado central brasileiro. Este
segundo grupo dividiu-se em varios sub-grupos: o primeiro representando areas no
Estado de Minas Gerais: B (Municipio de Abaeté) e K (Vale do Jequitinhonha), os
quais apontaram a maior similaridade floristica entre as areas analisadas (0,4646).
O segundo sub-grupo (com segundo maior valor de similaridade) representando as
areas D e H (Distrito Federal e Oeste do Estado da Bahia), areas que distam cerca
de 650 Km em linha reta.
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A heterogeneidade observada e o0s baixos indices na comparacdo da
similaridade floristica séo fatores a serem considerados quando da busca por meios
de se conservar essa relevante e ameacada riqueza de diversidade biologica,
expressa, neste caso, como remanescente de uma area maior de Cerrado que
abrangeu a regido no passado e que hoje, existente sobre a vegetacdo de Caatinga
do embasamento Cristalino, no semiarido brasileiro, em areas de topos nédo tédo
elevados, como na Serra do Boqueirdo, agoniza, diante da negligéncia de esforgos
para a sua conservacéo, aliado a fatores climéticos decorrentes da mudanga do

Planeta desde a ultima era glacial.
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Figura 5. Dendrograma gerado a partir do indice de similaridade de Jaccard entre 11
areas de Cerrado consideradas em oito Estados do Brasil.

CONCLUSOES

Os resultados da fitossociologia e diversidade floristica apontam para a
existéncia de um fragmento de Cerrado sensu stricto localizado em meio a Caatinga
do cristalino, na regido semiarida do Nordeste do Brasil, municipio de Lavras da
Mangabeira, sendo este, o primeiro trabalho a observar a estrutura da vegetacéo
da éarea.

Espécies tipicas de Cerrado como Qualea parviflora e Callisthene fasciculata
(ambas Vochysiaceae) e Anacardium occidentale (Anacardiaceae) apresentaram 0s
maiores IVI no fragmento analisado, enfatizando vinculos estruturais e floristicos da
area com a de savana costeira do litoral cearense, principalmente, assim como de

outras areas de Cerrado central e marginais do Brasil.
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Os valores dos indices de diversidade, equabilidade e concentracao sugerem
alta riqueza de espécies (diversidade alfa elevada), alta uniformidade no tamanho
das populacdes e baixa concentragéo de espécies. A diversidade beta é considerada
alta pela heterogeneidade na comparagao com outras areas de Cerrado localizadas

em outras regides do Pais.
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